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Zusammenfassung 
Als myelinproduzierende Zellen spielen die Oligodendrozyten eine essenzielle Rolle für die 
Funktionalität des Zentralnervensystems (ZNS). Sie bilden die isolierenden Myelinscheiden 
der Neurone und garantieren so eine einwandfreie Reizweiterleitung selbst über große 
Distanzen. Myelinassoziierte Erkrankungen wie beispielsweise die Multiple Sklerose oder die 
Metachromatische Leukodystrophie können bislang lediglich symptomatisch behandelt aber 
nicht geheilt werden und demonstrieren mit ihrer schwerwiegenden Symptomatik die 
Bedeutung der Oligodendrozyten für das Nervensystem. Ein zentrales Kriterium für die 
Entwicklung verbesserter Therapiestrategien stellt das grundlegende Verständnis der 
Entwicklung und Funktion des betroffenen Zelltyps dar. Der Zugang zu humanen 
Oligodendrozyten kann über die eingeschränkte Bereitstellung von Primärgewebe oder die 
Differenzierung humaner pluripotenter Stammzellen (pluripotent stem cells, PSC) in den 
gewünschten Zelltyp erfolgen. Bislang erfolgt die Gewinnung von humanen Oligoden-
drozyten in vitro über direkte, langwierige Differenzierungsstrategien, welche abhängig sind 
von der sensiblen Qualität der humanen PSC. Weiterhin beeinflussen lange Differenzierungs-
zeiträume die Stabilität und Qualität der resultierenden Kulturen. Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit wurde nun ein Zugang zu Oligodendrozyten aus humanen neuralen 
Vorläuferzellen (neural precursor cells, NPC) ermöglicht, um die beschriebenen Komplikationen 
in der Generierung der Oligodendrozyten zu umgehen. 
Zu diesem Zweck werden humane embryonale Stammzellen sowie induziert pluripotente 
Stammzellen (induced pluripotent stem cells, iPSC) neural differenziert und radialgliaähnliche NPC 
(radial glia like NPC, RGL-NPC) über einen Antikörper gegen den NSC-Marker CD133 
immunisoliert. Die resultierenden RGL-NPC bilden eine über mindestens 40 Passagen hinweg 
stabil adhärent proliferierende, kryokonservierbare Kultur, welche Marker von NSC und 
Radialglia wie Nestin, SOX2, ASCL1, BLBP und Vimentin exprimieren. Diese Zellen lassen 
sich unter Entzug der Wachstumsfaktoren tripotent in die Hauptzelltypen des ZNS, Neurone, 
Astrozyten und Oligodendrozyten, differenzieren. Die Entwicklung eines spezifischen 
oligodendroglialen Differenzierungsschemas ermöglicht die Induktion der essenziellen 
oligodendroglialen Transkriptionsfaktoren OLIG1/2, NKX6-2 und SOX10, wodurch NG2- 
positive Oligodendrozytenvorläufer generiert werden können, welche sich weiter in O4-, 
4860- und MBP-positive Oligodendrozyten entwickeln. Nach Transplantation in die 
hypomyelinisierte Shiverer-Maus reifen die RGL-NPC zu funktionellen myelinisierenden 
Oligodendrozyten heran. 
Zusammenfassung 
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Zusammenfassend zeigt diese Arbeit die Generierung eines stabilen Intermediats zwischen 
humanen PSC und Oligodendrozyten. Die Gewinnung humaner Oligodendrozyten kann 
somit erfolgen, ohne wiederholt auf sensible PSC zurückgreifen zu müssen. Die Möglichkeit 
der Generierung iPSC-abgeleiteter Oligodendrozyten verschafft darüber hinaus einen Zugang 
zu patientenspezifischen Zellen, welche einen essenziellen Beitrag zur Untersuchung myelin-
assoziierter Erkrankungen sowie der Entwicklung potenzieller Therapien liefern können. 
 
1	
1 Einleitung 
1.1 Pluripotente Stammzellen 
Während der Embryogenese, einem Prozess aus Zellteilung und zellulärer Differenzierung, 
entwickelt sich die befruchtete Eizelle und dient als Quelle für alle Zelltypen des Organismus 
sowie des extraembryonalen Gewebes. Diese Eigenschaft wird als Totipotenz bezeichnet. Die 
erste zelluläre Spezifikation der Embryonalentwicklung findet während der Entstehung der 
Blastozyste statt, wobei sich zum einen der Trophoblast als Ursprung des späteren 
Extraembryonalgewebes, zum anderen die innere Zellmasse (inner cell mass, ICM) als 
Ausgangspunkt für die embryonale Entwicklung formieren. Die Zellen der ICM bilden die 
drei embryonalen Keimblätter Ektoderm, Mesoderm und Endoderm und sind somit in der 
Lage, alle Zellen des Organismus zu generieren. Aufgrund dieser Eigenschaft werden die 
ICM-Zellen als pluripotent bezeichnet. 
1.1.1 Embryonale Stammzellen 
Stammzellen sind durch ihr Vermögen zur Selbsterneuerung und zur Differenzierung in 
spezifizierte Zelltypen definiert. 1981 gelang es Evans und Kaufmann erstmals, die 
pluripotenten Zellen der ICM aus frühen murinen Blastozysten zu isolieren und in Kultur zu 
nehmen (Evans & Kaufman, 1981). Diese Zellen wurden als murine embryonale Stammzellen 
(mouse embryonic stem cells, mESC) bezeichnet. In vivo Untersuchungen in Kombination mit der 
nun möglichen Forschung an mESC erlaubten ungeahnte Einblicke in die Abläufe der 
murinen Embryonalentwicklung. Da die in vivo Untersuchung der humanen Embryonal-
entwicklung aus ethischen Gründen nur sehr eingeschränkt möglich ist, war das Interesse an 
der Generierung humaner Zelllinien analog zu den mESC immens. Nach der erfolgreichen 
Generierung von Stammzelllinien nicht-humaner Primaten (Thomson et al, 1995) berichteten 
Thomson et al. 1998 von einer erfolgreichen Isolation humaner embryonalen Stammzellen 
(human embryonic stem cells, hESC) aus frühen Blastozysten (Thomson et al, 1998). Die 
pluripotenten Zellen wurden aus der ICM isoliert und als Zelllinien in Kultur genommen 
(Abbildung 1). 
Einleitung 
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Abbildung 1: Generierung pluripotenter humaner embryonaler Stammzelllinien 
Zur Gewinnung humaner embryonaler Stammzellen (human embryonic stem cells, hESC) wird die innere Zellmasse 
eines frühen humanen Embryos des Blastozysten- oder Morulastadiums isoliert und in Kultur genommen. Die 
pluripotenten Zellen der ICM beginnen sich zu teilen und Aggregate zu bilden. Zellen aus der Peripherie der 
Aggregate werden isoliert und als Zelllinien propagiert, welche die Fähigkeit besitzen sich selbst zu erneuern und 
in alle Zellen der drei Keimblätter sowie der Keimbahn zu differenzieren (Thomson & Odorico, 2000; Winslow 
& Duckwall, 2001; Yabut & Bernstein, 2011). 
Die so entstandenen hESC besitzen einzigartige Eigenschaften: undifferenzierte Kulturen 
zeigen eine gleichmäßige Morphologie kompakter Zellkolonien mit robuster Selbsterneuerung 
und exprimieren mit Pluripotenz assoziierte Oberflächenantigene wie stage-specific embryonic 
antigen (SSEA)-3, SSEA-4, tumor rejection antigen (TRA)-1-60, TRA-1-81 und weisen Aktivität 
der alkalische Phosphatase auf. Weiterhin besitzen embryonale Stammzellen die Fähigkeit, in 
Zellen aller drei Keimblätter zu differenzieren. Der in vivo Nachweis dieses Differenzierungs-
potenzials erfolgt über die Entstehung von Teratomen nach Injektion undifferenzierter hESC 
in immundefiziente Mäuse. 
Bereits Thomson und seine Kollegen erkannten die erheblichen Möglichkeiten der 
Untersuchung und Anwendung von hESC. Während der folgenden Jahre wurde das in vitro 
Differenzierungspotenzial der hESC intensiv untersucht und diverse direkte Differenzierungs-
protokolle etabliert, die in Entwicklungsbiologie und experimenteller Medizin Anwendung 
finden. So können unter anderem dem Endoderm zugehörige Hepatozyten (Agarwal et al, 
2008; Cai et al, 2007), Blutzellen (Ng et al, 2005) und Kardiomyozyten (Laflamme et al, 2007) 
des Mesoderms sowie dopaminerge Neurone und Motoneurone des Ektoderms (Li et al, 
2005; Perrier et al, 2004) differenziert werden (Yabut & Bernstein, 2011). Die in vitro 
Verfügbarkeit ausreichender Mengen distinkter Zelltypen ist eine Voraussetzung für die 
Entwicklung von potenziellen Zellersatztherapien. 
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Trotz des Nutzens für Forschung und Medizin bergen sowohl die Gewinnung als auch die 
Anwendung von hESC ethische und medizinische Probleme, da die Isolierung der ICM die 
Zerstörung eines frühen Embryos implementiert. Darüber hinaus tragen potenzielle Zell-
ersatztherapien das Risiko von Abstoßungsreaktionen. Die Suche nach alternativen Quellen 
für humane pluripotente Stammzellen wurde somit zu einem zentralen Thema der Forschung.  
1.1.2 Induziert pluripotente Stammzellen 
Schon seit vielen Jahren war es möglich, somatische Zellen in vitro mittels Zellkerntransfer 
oder Zellphysion in einen pluripotenten Zellstatus zu überführen (Blau et al, 1983; Gurdon, 
1962). Takahashi und Yamanaka demonstrierten allerdings 2006 in einer bahnbrechenden 
Arbeit die direkte Erzeugung alternativer pluripotenter Stammzellen aus murinen Fibroblasten 
(Takahashi & Yamanaka, 2006). Durch retroviral induzierte ektopische Expression der vier 
Transkriptionsfaktoren Octamer (Oct) 3/4, sex-determining region Y-related HMG box (Sox) 2, 
Kruppel-like factor (Klf) 4 und c-Myc konnten murine embryonale und adulte Fibroblasten in ein 
pluripotentes Stammzellstadium reprogrammiert werden. Diese Zellen teilten die Haupt-
eigenschaften der mESC und wurden somit als induziert pluripotente Stammzellen (induced 
pluripotent stem cells, iPSC) bezeichnet. Die Herstellung von iPSC aus humanen Zellen (hiPSC) 
wurde im Anschluss unabhängig voneinander ein Jahr später aus den Laboratorien von 
Thomson und Yamanaka berichtet (Takahashi et al, 2007; Yu et al, 2007). 
Von den zunächst verwendeten Hautzellen wurden die Reprogrammierungstechniken auf 
unterschiedlichste somatische Zelltypen wie beispielsweise auf Keratinozyten (Aasen et al, 
2008), Melanozyten (Utikal et al, 2009) oder Hepatozyten (Liu et al, 2010) übertragen. Die 
Reprogrammierung von Zellen in einen pluripotenten Zustand durch die Überexpression nur 
eines einzigen Transkriptionsfaktors, nämlich Oct3/4, gelang schließlich aus neuralen 
Stammzellen (neural stem cells, NSC) des adulten Gehirns, welche bereits endogen Sox2 
exprimieren (Kim et al, 2009b). 
Die Unabhängigkeit vom somatischen Zelltyp als Ausgangspunkt für die Reprogrammierung 
zeigt die vielfältigen Möglichkeiten der Modifikation zellulärer Identitäten. Obwohl 
grundlegende und weitreichende Ähnlichkeiten zwischen hESC und hiPSC bestehen, können 
im kritischen Vergleich nicht nur im Bezug auf die Schlüsselqualitäten wie Selbsterneuerung 
und Differenzierungsverhalten, sondern auch auf genetischer und epigenetischer Ebene 
distinkte Unterschiede der beiden pluripotenten Zelltypen aufgezeigt werden. So konnte 
beobachtet werden, dass manche hiPSC-Linien weniger effizient in Zellen bestimmter Linien 
wie beispielweise der hematopoetischen oder neuroepithelialen Linien ausdifferenzieren als 
hESC (Feng et al, 2010; Hu et al, 2010a). Einige Studien zeigten weiter, dass der 
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reprogrammierte somatische Zelltyp die Eigenschaften der resultierenden hiPSC bestimmt 
und ein epigenetisches Gedächtnis in den reprogrammierten Zellen bestehen bleibt; einige 
hiPSC-Linien zeigen ein verstärktes Differenzierungsverhalten hin zu dem Zelltypus, aus dem 
sie gewonnen wurden (Bar-Nur et al, 2011; Hu et al, 2010b). 
Ein schwerwiegender Nachteil der retroviralen Reprogrammierung, vor allem im Hinblick auf 
mögliche Zellersatztherapien, wird durch die Integration der Zielgene in das Wirtsgenom 
ausgelöst, wodurch ein erhöhtes Tumorrisiko durch potenzielle Reaktivierung der viralen 
Transgene, insbesondere des Onkogens c-Myc, hervorgerufen wird (Okita et al, 2007). Die 
Entwicklung nicht-integrativer Reprogrammierungstechniken war somit eine logische Folge 
dieses Problems. Somatische Zellen wurden mittels nicht-integrierender Adenoviren (Okita et 
al, 2008; Stadtfeld et al, 2008) oder Expressions-Plasmiden (Okita et al, 2008), Episomen (Yu 
et al, 2009) oder darüber hinaus DNA-frei mittels nicht-integrierender RNA-Viren (Fusaki et 
al, 2009), Proteinen (Kim et al, 2009a; Zhou et al, 2009) oder microRNA (Miyoshi et al, 2011) 
reprogrammiert. 
Die Möglichkeit der Generierung integrationsfreier humaner iPSC verschafft einen 
vielversprechenden Zugang zu patientenspezifischen hiPSC, welche die ethischen und 
medizinischen Probleme, die im Zusammenhang mit der Nutzung humaner ESC auftreten, 
umgehen. Die Gewinnung der Zellen ist ethisch unumstritten und ein Einsatz in potenziellen 
Zellersatztherapien auf Grund des autologen Hintergrundes nicht durch mögliche 
Abstoßungsreaktionen belastet. Darüber hinaus ermöglichen krankheitsspezifische iPSC in 
vitro mechanistische Untersuchungen der Erkrankung, genetische Korrektur eines Defekts 
oder spezifische Substanz- und Medikamenten-Screenings, indem Zellen betroffener Patienten 
reprogrammiert, in den erkrankten Zelltyp differenziert und anschließend kultiviert werden 
(Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Medizinische Anwendung patientenspezifischer hiPSC 
Die Generierung autologer hiPSC könnte die Modellierung und Behandlung von genetischen Erkrankungen 
ermöglichen. Einem Patienten würde dazu eine Hautbiopsie entnommen, die Fibroblasten in Kultur genommen 
und reprogrammiert. Die resultierenden patientenspezifischen hiPSC könnten zur Entwicklung 
krankheitsspezifischer Medikamente genutzt werden, indem der beeinträchtigte Zelltyp in vitro differenziert und 
zum Komponentenscreening genutzt wird. Eine weitere medizinische Anwendung der patientenspezifischen 
hiPSC könnten autologe Zellersatztherapien sein, bei denen der zugrundeliegende genetische Defekt in vitro in 
den hiPSC korrigiert wird, korrigierte gesunde Zellen des beeinträchtigten Zelltyps differenziert und dem 
Patienten transplantiert werden (Robinton & Daley, 2012). 
Eine Studie zur β-Thalassämie (Cooley Anämie) zeigte kürzlich die Reprogrammierung von 
Fibroblasten eines Patienten und die anschließende genetische Korrektur des Defekts in vitro 
(Wang et al, 2012). Auch im Bereich der neurodegenerativen Erkrankungen wurden Studien 
publiziert, die beispielsweise die Reprogrammierung patientenspezifischer Zellen, Differen-
zierung des betroffenen Zelltyps und Darstellung des Phänotyps bei Chorea Huntington, 
Amyotropher Lateralsklerose (ALS), Multipler Sklerose, Morbus Parkinson, Spinocerebellärer 
Ataxie Typ 3 (SCA3, Machado-Joseph-Erkrankung) oder Pelizaeus-Merzbacher Erkrankung 
(Pelizaeus-Merzbacher disease, PMD) beschreiben (Dimos et al, 2008; Hargus et al, 2010; Inoue, 
2012; Juopperi et al, 2012; Koch et al, 2011; Song et al, 2012; The Hd Ipsc, 2012). 
1.2 Direkte Konversion 
Die Reprogrammierung somatischer Zelltypen in einen pluripotenten Zustand beschreibt die 
Umkehrung eines als unidirektional geglaubten Weges während der Entwicklung. Ein weiterer 
Schritt in Richtung effizienter Generierung spezifischer somatischer Zelltypen stellt die direkte 
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Konversion somatischer Zellschicksale ohne einen Umweg über einen pluripotenten Zustand 
dar. Dieser Prozess wird als Linien-Reprogrammierung bezeichnet. Grundsätzlich lassen sich 
dabei zwei Systeme voneinander unterscheiden. Zum einen kann über das Einfügen von 
linienspezifischen Transkriptionsfaktoren oder microRNAs (miRNA) eine direkte 
Linienkonversion hervorgerufen werden. Alternativ kann der Einsatz aller oder einzelner 
klassischer Reprogrammierungs-Transkriptionsfaktoren einen transienten, epigenetisch 
instabilen Zustand der Ausgangszellen hervorrufen, welcher durch linienspezifische 
Kulturbedingungen mit entsprechenden Wachstumsfaktoren und Komponenten (small 
molecules) in einer Linienkonversion resultiert (Graf, 2011; Kim et al, 2012). 2010 gelang 
erstmals die Induktion funktioneller Neurone (iN) direkt durch ektopische Expression der 
Transkriptionsfaktoren achaete-scute complex homolog (Ascl) 1, Brn2 (Pou3f2) und myelin-
transcription factor 1 like (Myt1I) aus murinen Fibroblasten (Vierbuchen et al, 2010). Unmittelbar 
danach beschrieben unterschiedliche Arbeitsgruppen in verschiedenen Ansätzen die 
Generierung von humanen iN (Pang et al, 2011; Yoo et al, 2011) und sogar 
patientenspezifischen iN sowie iN spezifischer neuronaler Subtypen in vitro (Caiazzo et al, 
2011; Pfisterer et al, 2011; Qiang et al, 2011; Son et al, 2011). Darüber hinaus demonstrierten 
zwei Forschergruppen die direkte, transkriptionsfaktorvermittelte Reprogrammierung muriner 
Fibroblasten in oligodendroglilae Vorläuferzellen (Najm et al, 2013; Yang et al, 2013). 
Weiterhin konnte die direkte Konversion von murinen Fibroblasten sowie humanen 
kortikalen Astrozyten in tripotente neurale Stamm- und Vorläuferzellen und Neurone gezeigt 
werden (Corti et al, 2012; Lujan et al, 2012; Thier et al, 2012). Sogar die Generierung 
induzierter NSC aus murinen und humanen Fibroblasten einzig durch den 
Transkriptionsfaktor Sox2 wurde beschrieben (Ring et al, 2012). Eine direkte Linien-
konversion in Astrozyten konnte bislang allerdings noch nicht gezeigt werden. 
1.3 Leukodystrophien 
Im Zentralnervensystem (ZNS) hängen Effizienz und Schnelligkeit der Weiterleitung von 
Aktionspotenzialen vom Myelin ab, einer lipidreichen Membranstruktur, welche von den 
Oligodendrozyten produziert wird. Funktionsdefekte der Oligodendrozyten führen zu 
myelinassoziierten Erkrankungen, den sogenannten Leukodystrophien. Im Hinblick auf den 
Ursprung der Erkrankung kann unterschieden werden zwischen zugrundeliegenden 
genetischen Defekten, die einen insuffizienten Aufbau des Myelins zur Folge haben, und 
solchen, die einen metabolischen Defekt der Oligodendrozyten auslösen. 
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Zur ersten Gruppe der Leukodystrophien zählen die X-chromosomal rezessiv vererbte PMD 
und deren allelische Form, die spastische Paraplegie Typ 2 (SPG2). Beide Erkrankungen 
werden durch Mutationen im Proteolipid Protein (PLP) 1-Gen hervorgerufen. Das Ausmaß 
der Hypomyelinisierung ist je nach Mutation unterschiedlich, reicht bis zu nahezu fehlendem 
Myelin im ZNS und ist ausschlaggebend für den Zeitpunkt des Ausbruchs und die 
Progression der Erkrankung (Garbern, 2007). 
Zur Gruppe der Leukodystrophien, welche durch einen metabolischen Defekt in 
Oligodendrozyten ausgelöst werden, zählen unter anderem die Metachromatische Leuko-
dystrophie (MLD), das Canavan Syndrom und die X-chromosomal vererbte Adreno-
leukodystrophie (X-ALD). Mutationen in den kodierenden Genen der Enzyme Arylsulfatase 
A (MLD) und Aspartoazylase (Canavan Syndrom) bzw. des peroxisomalen Halbtransporters 
Adrenoleukodystrophieprotein (ALDP; X-ALD) führen zur Akkumulation spezifischer 
Metabolite und zur daraus resultierenden Demyeliniserung unterschiedlicher Regionen des 
ZNS (Kolodny, 1989; Kumar et al, 2006; Lazzarini, 2004; Mosser et al, 1993). 
Einen Kernpunkt in der Entwicklung von Zellersatztherapien stellt die Verfügbarkeit gut 
charakterisierter, reiner Zellpopulationen in ausreichenden Mengen dar, um Therapien zu 
standardisieren. Dieses Ziel könnte durch die gerichtete Differenzierung der entsprechenden 
Zelltypen aus pluripotenten, patientenspezifischen Stammzellen gelingen. Für die Differen-
zierung von Neuronen aus hiPSC wurden in den vergangenen Jahren diverse Protokolle 
etabliert (Falk et al, 2012), die zusätzlich den Zugang zu distinkten neuronalen 
Subpopulationen erlauben. Es konnte unter anderem die Differenzierung dopaminerger 
Neurone (Swistowski et al, 2010), kortikaler Interneurone (Arber & Li, 2013) sowie von 
Motorneuronen (Hu & Zhang, 2009) aus humanen iPSC gezeigt werden. Auch die 
Differenzierung humaner Astrozyten aus hiPSC gelang kürzlich effizient (Emdad et al, 2012; 
Krencik et al, 2011; Roybon et al, 2013; Shaltouki et al, 2013). Für die Generierung humaner 
Oligodendrozyten aus hiPSC wurden ebenfalls unterschiedliche Protokolle publiziert 
(Douvaras et al, 2014; Hu et al, 2009a; Hu et al, 2009b; Pouya et al, 2011; Sundberg et al, 2011; 
Wang et al, 2013b). 
Tiermodelle 
Mutationen in Genen kritischer Myelinproteine führten zur Etablierung von Tiermodellen für 
humane Erkrankungen oder für Myelinersatz. Die PLP-Mutationen stellen die größte Gruppe 
der Myelinmutationen dar und dienen als Modell der humanen PMD. Dazu zählen die jimpy 
Maus und die myelindefiziente (MD) Ratte, wobei vor allem letztere für Transplantationen 
genutzt wurde (Duncan, 1995). Im ZNS der MD-Ratte ist nahezu kein Myelin nachweisbar, 
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ihre kurze Überlebensdauer von 24-25 Tagen macht sie allerdings unattraktiv für 
Langzeitexperimente (Csiza & de Lahunta, 1979). Shiverer (shi) ist eine autosomal rezessive 
Mutation mit einer ausgedehnten Deletion im MBP Gen, wodurch das Myelin im ZNS 
hochgradig reduziert ist (Mikoshiba et al, 1992). Das Fehlen von MBP-positivem Myelin und 
eine Überlebensdauer von 120 Tagen macht die Shiverer-Maus attraktiv für die 
Langzeitanalyse der oligodendroglialen Differenzierung und des Myelinisierungspotenzials 
transplantierter Zellen (Duncan et al, 2011). 
1.4 Oligodendrozyten 
Oligodendrozyten sind die myelinproduzierenden Zellen des ZNS und garantieren die 
Isolation und saltatorische Erregungsleitung entlang der Axone. Sie entwickeln sich 
schrittweise durch morphologische Transformation aus bipolaren Vorläuferzellen über 
unreife, stark verzweigte Oligodendrozyten in reife myelinisierende Zelltypen mit komplexer 
Morphologie. Jeder dieser Entwicklungsschritte ist charakterisiert durch die Expression 
distinkter Marker (Abbildung 3). 
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Abbildung 3: Morphologische Charakteristika und Markerexpression während der 
Oligodendrozytendifferenzierung  
Oligodendrozyten differenzieren schrittweise aus bipolaren Vorläufern (OPC) über Pre-Oligodendrozyten und 
stark verzweigten unreifen Zellen zu myelinisierenden reifen Zelltypen. Jeder Differenzierungsabschnitt ist 
charakterisiert durch eine entsprechende Morphologie und ein distinktes Expressionsprofil von Proteinen und 
Transkriptionsfaktoren. Vorläuferzellen exprimieren PDGFRα, NG2 und Olig1/2. Während der Differen-
zierung zu unreifen Zellen erhöht sich der Verzweigungsgrad und die Expression von O4, CNPase und GalC 
kann beobachtet werden. Myelinisierende Oligodendrozyten bilden Myelinmembranen und exprimieren die 
Myelinkomponenten MBP, MAG, MOG und PLP sowie den Transkriptionsfaktor SOX10 (Buchet & Baron-
Van Evercooren, 2009; Zhang, 2001). 
Oligodendrozytenvorläufer exprimieren den PDGF Rezeptor α (platelet-derived growth factor 
receptor alpha, PDGFRα) sowie das Chondroitin Sulfat Proteoglykan CSPG4/NG2 (Nishiyama 
et al, 1999; Nishiyama et al, 1996; Pringle & Richardson, 1993). Die Expression des 
Transkriptionsfaktors oligodendrocyte lineage transcription factor (Olig) 2 als frühester 
oligodendrozytenspezifischer Marker ist dabei charakteristisch (Lu et al, 2000; Zhou et al, 
2000). 
Von ihren Entstehungsorten migrieren Oligodendrozytenvorläuferzellen in das Hirnparen-
chym und proliferieren und differenzieren dort unter dem Einfluss verschiedener Substanzen. 
PDGF-AA, ein Homodimer des PDGF, ist essenziell für die Proliferation der Zellen (Noble 
et al, 1988; Richardson et al, 1988; Wilson et al, 2003). Der Wachstumsfaktor fibroblast growth 
factor 2 (FGF-2) zeigt nur in Nagern einen positiven Effekt auf die Proliferation von 
Oligodendrozytenvorläufern, im humanen System zeigt sich aber ein inhibitorischer Effekt 
auf die Differenzierung (Bogler et al, 1990; Hu et al, 2009a; Wilson et al, 2003). Darüber 
hinaus konnten stimulierende Effekte von Trijodthyronin (T3), Glucocorticoiden und 
Retinsäure (retinoic acid, RA) auf die oligodendrogliale Vorläuferdifferenzierung nachgewiesen 
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werden, unter deren Einfluss die Zellen den Zellzyklus verlassen und differenzieren (Barres et 
al, 1994; Huang et al, 2011). 
Im Zuge der Reifung in Pre-Oligodendrozyten wird neben PDGFRα, NG2 und Olig2 das 
durch den monoklonalen Antikörper O4 gebundene Glykolipid-Sulfatid auf der Oberfläche 
der Zellen exprimiert (Berg & Schachner, 1981; Sommer & Schachner, 1981). Unreife 
Oligodendrozyten weisen verzweigte Fortsätze auf und exprimieren neben O4 und Olig2 die 
Proteine Galactocerebrosidase (GalC) (Ranscht et al, 1982) und 2',3'-cyclische Nukleotid-
3' Phosphodiesterase (CNPase). Ausgereifte Oligodendrozyten sind morphologisch durch die 
Ausprägung von Myelinmembranen und die Expression des Transkriptionsfaktors Sox10 
sowie myelinspezifischer Proteine gekennzeichnet. 
Myelin besteht zu mehr als 70 % aus Lipiden, die sich aus Cholesterin, Phospholipiden und 
Glykolipiden zusammensetzen. Typisch ist ein hoher Anteil an Galactosylceramid, Sulfatid 
und Plasmalogen. Die Zusammensetzung des Proteinanteils des Myelins ist charakteristisch: 
basische Myelinproteine (myelin basic protein, MBP), welche essenziell sind für die Ausbildung 
kompakten Myelins, machen 30-40 % der Myelinproteine aus, das PLP stellt ungefähr die 
Hälfte des Myelinproteins. Weiterhin kommen im Myelin das myelinassoziierte Glykoprotein 
(MAG), CNPase, das myelinassoziierte Oligodendrozyten basische Protein (MOBP) und das 
Myelin-Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG) vor (Buchet & Baron-Van Evercooren, 2009; 
Bunge et al, 1962; Linington & Lassmann, 1987; Macklin et al, 1987; Poltorak et al, 1987; 
Zhang, 2001). 
1.4.1 Regionaler Ursprung der Oligodendrozyten 
Der Großteil der Oligodendrozyten des ZNS ist in der weißen Substanz zu finden. Trotz ihrer 
weitreichenden Verteilung entstehen die ersten Vorläuferzellen der Oligodendrozyten in 
distinkten ventralen Regionen des sich entwickelnden ZNS (Miller, 1996; Noll & Miller, 1993) 
und migrieren von ihrem Entstehungsort in die graue und weiße Substanz. Dort proliferieren 
die Vorläuferzellen und reifen schließlich zu myelinisierenden Oligodendrozyten aus (Barres & 
Raff, 1994; Ono et al, 2001). 
Im ventralen Telencephalon lässt sich die Oligodendrogenese während der Embryonal-
entwicklung in der medialen und lateralen ganglionären Eminenz beobachten. Postnatal 
entstehen Oligodendrozyten zusätzlich im Kortex (Jakovcevski & Zecevic, 2005; Kessaris et 
al, 2006; Rakic & Zecevic, 2003).  
Im Rückenmark entwickeln sich unter dem Einfluss gegenläufiger Gradienten von ventral 
sezerniertem sonic hedgehog (SHH; sezerniert von der Bodenplatte des Neuralrohrs) und dorsal 
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wirkenden bone morphogenetic protein (BMP) und Wnt-Proteinen (sezerniert von der Deckplatte 
des Neuralrohrs) Domänen neuraler Vorläuferzellen in dorso-ventraler Orientierung (Wilson 
& Maden, 2005). Jede Vorläuferdomäne ist charakterisiert durch die Expression definierter 
Transkriptionsfaktoren (Briscoe et al, 2000). In dorsalen Domänen werden die Transkriptions-
faktoren paired box (PAX) 3 und PAX7 exprimiert, ventrale Domänen sind durch die 
Expression von NK6 homeobox 1 (NKX6-1) und NKX6-2 charakterisiert (Abbildung 4). 
 
		
Abbildung 4: Neurale Vorläuferdomänen im Rückenmark 
Während der Entwicklung entstehen im Rückenmark unter dem Einfluss gegenläufiger Gradienten von SHH 
(sonic hedgehog) und BMP (bone morphogenetic protein) Domänen neuraler Vorläuferzellen in dorso-ventraler 
Orientierung. Jede Domäne ist charakterisiert durch ein distinktes Expressionsmuster von 
Transkriptionsfaktoren (Gomez-Skarmeta et al, 2003). 
Jede Vorläuferdomäne produziert während der Entwicklung zunächst einen distinkten 
neuronalen Subtyp gefolgt von astroglialen oder oligodendroglialen Zellen (Jessell, 2000). 
Innerhalb der ventralen pMN-Domäne (Motoneurondomäne), welche charakterisiert ist durch 
die Expression von Olig2 sowie von NKX6-Homeodömanen Transkriptionsfaktoren (Briscoe 
et al, 2000; Mizuguchi et al, 2001; Novitch et al, 2001; Qiu et al, 1998), entwickeln sich 
zunächst Motoneurone. Nach einem Neuron-zu-Glia Wechsel wird dort in einer späteren 
Entwicklungsphase der überwiegende Anteil der Oligodendrozytenvorläuferzellen des ZNS 
generiert (Pringle & Richardson, 1993; Richardson et al, 1997; Zhou & Anderson, 2002). Es 
konnte gezeigt werden, dass der Wechsel zwischen Motoneuron- und 
Oligodendrozytendifferenzierung durch die Phosphorylierung von Olig2 beeinflusst wird (Li 
et al, 2011). Zwei weitere Transkriptionsfaktoren, welche für den Neuron-zu-Glia Wechsel 
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und somit die Oligodendrozytenspezifikation eine zusätzliche wichtige Rolle spielen, sind 
Sox9 und Sox8 (Stolt et al, 2003). 
Studien konnten zeigen, dass im Rückenmark nach der frühen Produktion von 
Oligodendrozyten aus der pMN-Domäne Oligodendrozytenvorläuferzellen auch unabhängig 
von der Expression von NKX6 Transkriptionsfaktoren und SHH aus dorsaleren Bereichen 
entstehen können. Olig2 wird in diesen Vorläuferzellen initial nicht exprimiert und ist somit 
nicht essenziell für deren Entstehung, spielt jedoch nach erfolgter oligodendroglialer 
Spezifikation eine grundlegende Rolle während der fortschreitenden Reifung der 
Oligodendrozyten (Cai et al, 2005; Vallstedt et al, 2005; Zhu et al, 2011). Diese dorsale 
Oligodendrozytenpopulation macht insgesamt aber nur einen Anteil von etwa 10-15 % aller 
reifen Oligodendrozyten des Rückenmarks aus (Richardson et al, 2006). 
1.4.2 Transkriptionelle Kontrolle der Oligodendrozytenentwicklung 
Nach erfolgter Spezifikation der Oligodendrozytenvorläufer unterliegt die weitere Differen-
zierung und Reifung dieser Zellen einer engen transkriptionellen Kontrolle (Abbildung 5). 
 
		
Abbildung 5: Transkriptionelle Kontrolle der Oligodendrozytenentwicklung 
Die Entwicklung der Oligodendrozyten aus frühen Vorläuferzellen (oligodendrocyte progenitor cells, OPC) über späte 
OPC hin zu reifen Zelltypen unterliegt einer engen Kontrolle durch Transkriptionsfaktoren. Während Olig2 
frühe Entwicklungsschritte bestimmt, ist die Expression von Olig1, Sox10 und Nkx2-2 essenziell für die 
terminale Differenzierung und Myelinisierung der Oligodendrozyten (Wegner, 2008). 
Als früheste Transkriptionsfaktoren der oligodendroglialen Linie werden Olig1 und Olig2 
exprimiert. Sie beeinflussen maßgeblich die gesamte Differenzierung (Lu et al, 2000; Zhou et 
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al, 2000). Studien an Mäusen mit Olig1 und Olig2 Null-Mutationen konnten zeigen, dass die 
Funktion von Olig2 während der frühen Entwicklungsphase der Oligodendrozyten essenziell 
ist, während Olig1 in der finalen Phase der Reifung hochreguliert wird und maßgeblich die 
terminale Differenzierung bestimmt (Arnett et al, 2004; Lu et al, 2002; Othman et al, 2011; 
Xin et al, 2005; Zhou & Anderson, 2002). 
Olig2 ist in einem regulatorischen, transkriptionellen Netzwerk in der Lage, die 
Transkriptionsfaktoren Sox10 und Nkx2-2 zu induzieren und zu regulieren. Diese sind an der 
Regulation der Differenzierung und vor allem der Reifung der Oligodendrozyten beteiligt 
(Kuspert et al, 2011; Liu et al, 2007; Qi et al, 2001). Sox10 wirkt während der Ausreifung der 
Zellen zusammen mit dem engverwandten Protein Sox9. Tierexperimente konnten zeigen, 
dass weder der Verlust der Funktion von Sox9 noch derer von Sox10 einen Einfluss auf die 
Entstehung von Oligodendrozytenvorläuferzellen hat (Stolt et al, 2003; Stolt et al, 2002). 
Während der Ausreifung der Zellen hingegen ist Sox10 essenziell (Stolt et al, 2002). 
Die mechanistischen Hintergründe der transkriptionellen Regulation der Oligodendrozyten-
differenzierung sind unterschiedlich gut geklärt. Während der frühen Entwicklung induziert 
Olig2 PDGFRα, den wichtigsten Rezeptor in Oligodendrozytenvorläuferzellen zur 
Vermittlung von Überleben, Proliferation und Migration (Zhou et al, 2001). Auch für Sox9 
und Sox10 konnte PDGFRα als mögliches gemeinsames Zielgen identifiziert werden (Finzsch 
et al, 2008).  
Die reifungsfördernde Funktion von Olig1 geschieht dual. Auf der einen Seite wird die 
Expression myelinassoziierter Gene wie MBP, PLP und MAG stimuliert, auf der anderen 
Seite die Expression des astrozytären sauren Gliafaserproteins (glial fibrillary acidic protein, 
GFAP) unterdrückt (Xin et al, 2005). In diesem Netzwerk wurde das SMAD-interagierende 
Protein Sip1 (Weng et al, 2012) als ein direktes Zielgen sowohl von Olig1 als auch Olig2 
beschrieben und darüber die Regulation der Myelinisierung durch Olig1/2 näher beleuchtet. 
Sip1 kann inhibitorische Signalwege, welche die Expression myelinassoziierter Gene 
blockieren, negativ regulieren. In frühen Oligodendrozyten ist Sip1 nicht exprimiert und wird 
erst in reifen Zellen unter der Coexpression von Olig1 und Olig2 induziert. Dort blockiert es 
die inhibitorischen Signalwege und ermöglicht die Expression myelinassoziierter Gene. Einen 
Hinweis auf eine duale Funktion von Olig1 während der terminalen Differenzierung der 
Oligodendrozyten lieferte zudem eine Studie, welche den Einfluss des 
Phosphorylierungsgrades von Olig1 auf dessen subzelluläre Lokalisation und die damit 
verbundene Funktion untersucht hat (Arnett et al, 2004). In proliferierenden Zellen liegt Olig1 
unphosphoryliert im Zellkern vor und stimuliert die Expression myelinassoziierter Gene. Eine 
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Phosphorylierung hingegen ist für die Translokation des Proteins ins Zytoplasma 
verantwortlich. Dort scheint Olig1 an der Stimulation der Bildung von Myelinmembranen und 
der Oligodendrozytenreifung beteiligt zu sein (Niu et al, 2012). 
Die terminale Oligodendrozytendifferenzierung wird durch die Sox10-vermittelte direkte 
Induktion und Regulation myelinassoziierter Gene wie MBP, PLP und MAG gefördert (Stolt 
et al, 2002). Der Transkriptionsfaktor Nkx2-2 ist ebenfalls essenziell für die terminale 
Differenzierung und scheint die Expression von PLP zu induzieren, ein direkter Effekt 
konnte bislang allerdings noch nicht nachgewiesen werden (Qi et al, 2001). 
1.4.3 Regulatorische Signalwege während der Oligodendrozytenentwicklung 
Die Entwicklung der Oligodendrozyten ist neben der transkriptionellen Kontrolle durch 
extrinsische Einflüsse überwacht. Dabei sind sowohl die inhibitorischen Signalwege wie der 
Notch-, BMP- und wingless-type mouse mammary tumor virus (MMTV) integration site family (Wnt)-
Signalweg als auch aktivierende wie der SHH-Signalweg bekannt. Darüber hinaus erscheint 
eine durch microRNA (miRNA) kontrollierte Regulation immer bedeutender. So können 
Übergänge zwischen unterschiedlichen Entwicklungsstadien reguliert werden.  
Notch 
Im sich entwickelnden ZNS spielt der Notch-Signalweg eine zentrale Rolle und ist essenziell 
für die Aufrechterhaltung undifferenzierter proliferierender neuraler Vorläuferzellen und 
verhindert deren frühzeitige neuronale Differenzierung (Louvi & Artavanis-Tsakonas, 2006; 
Yoon & Gaiano, 2005). Dabei ist der Signalweg abhängig von direkter Zell-Zell-
Kommunikation. Die Aktivierung des Notch-Rezeptors erfolgt über die Bindung eines 
Liganden der Delta/Serrate/Lag2 Familie, der von der Oberfläche einer benachbarten Zelle 
präsentiert wird. Dies löst eine Spaltung des Notch-Rezeptors durch die Protease a disintegrin 
and metalloprotease (ADAM) aus. Dadurch werden eine γ-Sekretase-katalysierte Abspaltung der 
intrazellulären Domäne des Notch-Rezeptors und deren Translokation in den Nukleus 
ermöglicht, wo die transkriptionelle Modulation der Zielgene stattfindet (Stockhausen et al, 
2011). Als direkte Zielgene des Notch-Signalweges gelten in neuralen Stammzellen unter 
anderem die hairy and enhancer of split (Hes) und Hes-related with YRPM motif (Hey) Proteine, 
welche pro-neurale Gene antagonisieren und neuronale Differenzierung regulieren können 
(Borghese et al, 2010; Kageyama et al, 2005; Yoon & Gaiano, 2005). Weiterhin ist bekannt, 
dass gliale Vorläuferzellen sowohl Hes1 als auch Hes5 exprimieren und durch deren Effekte 
zum einen in der Differenzierung in Oligodendrozyten oder Astrozyten, zum anderen in 
ihrem Differenzierungsfortschritt beeinflusst werden (Wu et al, 2003). 
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Während der Oligodendrozytenspezifikation und -reifung hat der Notch-Signalweg unter-
schiedliche Aufgaben. Die Differenzierung von Oligodendrozytenvorläuferzellen aus neuralen 
Vorläufern wird durch einen aktiven Signalweg unterstützt, die Proliferation von 
Oligodendrozytenvorläuferzellen erlaubt, die Differenzierung in reife Zelltypen und die 
Ausbildung von Myelin hingegen deutlich eingeschränkt (Park & Appel, 2003; Wang et al, 
1998; Zhang et al, 2009).  
BMP 
BMPs gehören zu den sezernierten Proteinen der transforming growth factor-β (TGF-β) Familie 
und sind während der ZNS-Entwicklung an der Regulation vielfältiger Prozesse wie 
Proliferation, Zellspezifikation und Differenzierung beteiligt. Im sich entwickelnden 
Neuralrohr werden BMPs vorwiegend in dorsalen Regionen sezerniert und sind entscheidend 
für die Ausprägung dorsaler Vorläuferdomänen und die Inhibition ventralisierender Signale, 
beispielsweise ausgehend von SHH (Liem et al, 1995). Die Signalweiterleitung in den Zellkern 
erfolgt über die BMP Rezeptoren I und II und die Interaktion verschiedener Smad-Proteine, 
um dort die Transkription der Zielgene zu initiieren (Massaous & Hata, 1997; Wrana et al, 
1994).  
Die Regulation der BMPs kann über endogene Antagonisten wie Noggin, Chordin und 
Follistatin erfolgen. Diese binden BMPs und können somit deren Aktivität inhibieren 
(Fainsod et al, 1997; Piccolo et al, 1996; Zimmerman et al, 1996). Ein aktiver BMP Signalweg 
bewirkt eine verstärkte Expression von Proteinen der Inhibitor der Differenzierung (Id) 
Familie in unterschiedlichen Zelltypen, unter anderem in ESCs (Hollnagel et al, 1999; 
Miyazono & Miyazawa, 2002). Id Proteine interagieren mit basischen Helix-Loop-Helix 
(bHLH)-Traskriptionsfaktoren wie beispielsweise Olig-Transkriptionsfaktoren und wirken so 
als dominant negative Regulatoren der Differenzierung (Benezra et al, 1990). Es konnte 
gezeigt werden, dass Id2 and Id4 direkt mit Olig1 und Olig2 interagieren, deren Expression 
beeinflussen und somit den inhibitorischen Effekt von BMP auf die Oligodendrozyten-
differenzierung vermitteln. Die Inhibition der Oligodendrozytenentstehung durch BMPs 
verläuft dabei zugunsten einer verstärkten Astrogliogenese (Chen et al, 2012; Cheng et al, 
2007; Samanta & Kessler, 2004). Während der Reifung der Oligodendrozyten scheinen BMPs 
einen zusätzlichen inhibitorischen Effekt auf die Expression myelinassoziierter Gene 
auszuüben und ein Verharren der Zellen im Oligodendrozytenvorläuferstadium zu induzieren 
(Grinspan et al, 2000; See et al, 2004; See & Grinspan, 2009). 
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Wnt 
Als weitere dorsal sezernierte Proteinfamilie mit inhibitorischem Einfluss auf die Oligoden-
drozytendifferenzierung sind die Wnt-Proteine beschrieben, die viele ähnliche Einflüsse auf 
die Entwicklung des ZNS ausüben wie BMPs. Die Wnt-Signalkaskade kann über einen 
kanonischen, β-Catenin abhängigen, und einen nicht kanonischen, β-Catenin unabhängigen, 
Signalweg erfolgen. Der kanonische Signalweg scheint die Regulation der Oligodendrozyten-
differenzierung zu vermitteln (Komiya & Habas, 2008). Es konnte gezeigt werden, dass ein 
aktiver Wnt/β-Catenin-Signalweg die Entwicklung von frühen Vorläuferzellen in unreife 
Oligodendrozyten inhibiert. Dabei wird weder die Proliferation von Vorläuferzellen 
beeinflusst, noch Zelltod oder Differenzierung in andere Zelltypen hervorgerufen. Während 
der fortschreitenden Differenzierung der Oligodendrozyten scheinen Übergänge von 
Vorläuferzellen zu reifen Zelltypen durch eine aktive Wnt-Kaskade reguliert zu sein, wobei 
Wnt die Differenzierung von pre-myelinisierenden Oligodendrozyten zu reifen 
Oligodendrozyten inhibiert (Fancy et al, 2009; Feigenson et al, 2009; Kim et al, 2008; Shimizu 
et al, 2005). Es konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion des BMP- und Wnt Signalweges 
die Regulation der Oligodendrozytendifferenzierung vermittelt. Dabei ist der BMP Signalweg 
essenziell für eine inhibitorische Funktion von Wnt bezüglich der Oligodendrozyten-
differenzierung (Feigenson et al, 2011). Eine mögliche molekulare Verbindung des BMP- und 
Wnt-Signalweges konnte durch die Identifikation des Smad-interagierenden Proteins Sip1 
gefunden werden (Weng et al, 2012). Demnach vermindert Smad7, ein direktes Zielgen von 
Sip1, die Expression von β-Catenin und blockiert somit die inhibitorischen Effekte sowohl 
des BMP- als auch des Wnt-Signalweges. 
SHH 
In der Entwicklung des ZNS der Vertebraten spielt SHH als primärer aktivierender Ligand 
der Hedgehog Proteinfamilie eine zentrale Rolle (zusammengefasst in (Ingham & Placzek, 
2006) und (Alvarez-Buylla & Ihrie, 2014)). SHH beeinflusst als Mitogen die Proliferation 
neuraler Zellen (Feijoo et al, 2011; Lai et al, 2003; Rapacioli et al, 2012) und das Zellüberleben 
(Rowitch et al, 1999) und als Morphogen die Entscheidung über unterschiedliche 
Zellschicksale (Fuccillo et al, 2006; Wilson & Maden, 2005). 
Bindet sezerniertes SHH an das Oberflächenprotein Patched (PTCH), so wird die SHH-
Signalkaskade ausgelöst. In Abwesenheit von SHH inhibiert PTCH das Transmembranprotein 
Smoothened (SMO). Durch Bindung von SHH wird PTCH inhibiert und die Inhibition von 
SMO aufgelöst. Die Transkription der SHH-Zielgene wird durch SMO über Transkriptions-
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faktoren der GLI-Familie gesteuert. GLI1 dient dabei als konstitutiver Transkriptionsaktivator 
und zeigt eine starke SHH-Signalaktivität an (Alvarez-Buylla & Ihrie, 2014). 
Die Oligodendrozytenentstehung und –Differenzierung wird durch SHH gefördert (Nery et 
al, 2001) (Orentas et al, 1999). So entstehen die meisten Oligodendrozyten in vivo aus der 
pMN-Domäne, die unter dem Einfluss hoher SHH-Konzentrationen ventral im Rückenmark 
positioniert ist (Pringle & Richardson, 1993; Richardson et al, 1997; Zhou & Anderson, 2002). 
Aber auch in vitro konnte gezeigt werden, dass sich unter dem Einfluss von SHH 
Oligodendrozyten sowohl aus murinen und humanen ESC (Billon et al, 2002; Hu et al, 2009a; 
Neman & de Vellis, 2012; Piao et al, 2015) als auch aus humanen fetalen Radialglia (Mo & 
Zecevic, 2009) differenzieren lassen. 
microRNA 
Während der Entwicklung des ZNS spielen miRNAs als transkriptionelle Regulatoren eine 
entscheidende Rolle, indem sie vielfältige Prozesse wie beispielsweise Proliferation, Zell-
spezifikation und Differenzierung kontrollieren. MiRNAs sind 20-25 Nukleotid lange, nicht-
kodierende RNA-Fragmente, welche an die 3´nicht-translatierte Region ihrer Ziel-mRNAs 
binden und deren Translation oder Stabilität post-transkriptionell beeinflussen. Dabei 
bewirken miRNAs zumeist einen inhibitorischen Effekt auf ihre Ziel-mRNA, nur in wenigen 
Fällen konnte ein stimulierender Effekt beobachtet werden (Bartel, 2004; Bartel, 2009; Dugas 
et al, 2010). 
Für einen korrekten Ablauf der Differenzierungsprozesse ist es entscheidend, positive und 
negative Regulatoren zu balancieren. In Studien an Nagern konnte gezeigt werden, dass 
miRNAs zu unterschiedlichen Zeitpunkten die Differenzierung von Oligodendrozyten 
kritisch kontrollieren und regulieren und darüber hinaus selbst dynamisch reguliert sind 
(Abbildung 6). Sowohl während der frühen Zellspezifikation, als auch während der 
fortschreitenden Differenzierung und Myelinisierung ist die Aktivität von miRNAs essenziell 
(Dugas et al, 2010; Letzen et al, 2010; Zhao et al, 2010). 
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Abbildung 6: MicroRNA-vermittelte Kontrolle der Oligodendrozytendifferenzierung 
MicroRNAs greifen zu unterschiedlichen Zeitpunkten in die oligodendrogliale Differenzierung ein und regulieren 
die gerichtete Differenzierung aus neuralen Stammzellen (NSC) über Oligodendrozytenvorläuferzellen und 
unreife Oligodendrozyten (OL) in reife myelinisierende Zellen. Dies kann über die Inhibition pro-neuraler 
Transkriptionsfaktoren (NeuroD1, Isl1, Otx2), essenzieller Oligodendrozytenvorläufer Proteine (PDGFRα) 
sowie spezifischer Inhibitoren der oligodendroglialen Differenzierung (Sox6, Hes5) erfolgen (Barca-Mayo & Lu, 
2012). 
Sowohl die Oligodendrogenese als auch die Differenzierung in reife Zellstadien wird durch die 
Expression der miRNAs miR-219 und miR-338 begünstigt, indem bekannte negative 
Regulatoren der Oligodendrozytendifferenzierung wie Hes5 und Sox6 direkt inhibiert werden 
(Dugas et al, 2010; Zhao et al, 2010). Darüber hinaus konnten die Transkripte der Gene 
PDGFRα, Zinkfinger Protein (ZFP) 238, forkhead box protein (Fox) J3 und FGF Rezeptor 
(FGFR) 2 als Ziel-mRNAs identifiziert werden. Die Expression dieser Proteine erhält einen 
proliferativen Vorläuferstatus während der Oligodendrozytendifferenzierung aufrecht und 
blockiert somit ein Fortschreiten der Differenzierung. Zusätzlich konnten mRNAs der pro-
neuralen Transkriptionsfaktoren NeuroD1, islet (Isl) 1 und orthodenticle homeobox (Otx) 2 als 
mögliche Ziele der miR-219 und miR-338 ermittelt werden. Bindung dieser mRNAs würde 
eine Inhibition der entsprechenden pro-neuralen Differenzierungsfaktoren und eine Begünsti-
gung oligodendroglialer Differenzierung bewirken. Während der Oligodendrozyten-
differenzierung wird die Expression einer weiteren miRNA, der miR-138, hochreguliert. Diese 
scheint während früher Entwicklungsphasen der Oligodendrozyten eine begünstigende 
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Wirkung auszuüben, allerdings die Differenzierung in reife Zellstadien zu verzögern (Dugas et 
al, 2010). Über welchen Mechanismus dieser Effekt erzielt wird, ist bislang unklar: vermutet 
wird eine duale Rolle zum einen über die Inhibition der Initiation der Oligodendrogenese und 
die der Ausreifung in myelinisierende Zelltypen. Als mögliche Ziel-mRNA wäre Sox4 
denkbar, das Protein interagiert mit Sox6 während früher Phasen der Oligodendrozyten-
differenzierung (Dugas & Notterpek, 2011). Zusätzlich zu miR-219, miR-138 und miR-338 
wurden in Studien zwei weitere miRNAs mit stimulierendem Effekt auf die Oligodendro-
zytendifferenzierung identifiziert, miR-23a und miR-23b. Beide miRNAs reprimieren die 
Expression eines weiteren Inhibitors der Oligodendrozytendifferenzierung, Lamin B1 (Lin & 
Fu, 2009). Für miR-23a wurde darüber hinaus eine Beteiligung an der Myelinisierung des ZNS 
beschrieben (Lin et al, 2013). 
In einer ersten Studie an humanen miRNAs während der oligodendroglialen Entwicklung aus 
hESC wurde gezeigt, dass in 8 von den Autoren definierten Stadien der Oligodendrozyten-
entwicklung ein distinktes Expressionsprofil von miRNAs zu beobachten ist. Innerhalb der 
untersuchten Zellstadien wiesen diese ein ähnliches Expressionsmuster auf, darunter miR-145, 
miR-199-3p, miR-214 und miR-205 (Letzen et al, 2010). Als mögliche Ziele der am stärksten 
regulierten miRNAs wurden myelinassoziierte mRNAs wie C11 open reading frame (orf) 9, myelin 
gene regulatory factor (Mrf), Claudin-11 (Cldn11), Mytl1 und Mobp beschrieben. Darüber hinaus 
wurde eine starke Expression von miRNAs wie beispielsweise miR-184 beschrieben, welche 
die Astrogliogenese inhibieren. Keine der in Studien an Nagern als essenziell identifizierten 
miRNAs miR-23, miR-138, miR-219 und miR-338 spielte in den untersuchten, aus hESC 
gewonnen Zellen eine Rolle. Untersuchungen an akut aus der weißen Substanz isolierten 
humanen Oligodendrozyten zeigten dagegen, dass die miR-219 und miR-338 in diesen Zellen 
verstärkt exprimiert werden (de Faria et al, 2012). Die Ergebnisse der Studie an hESC-
abgeleiteten Oligodendrozyten scheinen somit fraglich. 
1.4.4 Oligodendrozytendifferenzierung in v i tro  
Um die molekularen Grundlagen der Oligodendrozytendifferenzierung oder oligodendro-
zytenassoziierter Erkrankungen zu untersuchen, ist die Kultivierung humaner Oligodendro-
zyten grundlegend. Eine mögliche Quelle stellt die Gewinnung oligodendroglialer Zellen 
unterschiedlicher Reifegrade aus primärem humanen Gewebe dar. So wurden bereits humane 
fetale und adulte Zellen kultiviert und in reife, myelinisierende Zelltypen differenziert 
(Windrem et al, 2004; Windrem et al, 2008; Zhang et al, 2000). Allerdings ist der Zugang zu 
primärem Gewebe eingeschränkt.  
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Aus diesem Grund wurden Differenzierungsprotokolle etabliert, welche die Gewinnung 
oligodendroglialer Zellen aus hPSC ermöglichen. Nistor und Kollegen publizierten 2005 ein 
Protokoll, in dem eine klassische RA-basierte Differenzierung (Bain et al, 1995; Wichterle et 
al, 2002) mit einem glialen Medium kombiniert wurde. Dieses Medium enthielt Komponenten 
wie Insulin, T3 und die Wachstumsfaktoren epidermal growth factor (EGF) und FGF-2 zur 
Unterstützung der Differenzierung und des Überlebens von Oligodendrozyten. Nach einer 
Differenzierungszeit von ca. 50 Tagen konnten Kulturen mit über 95 % an GalC- und O4-
positiven Oligodendrozyten generiert werden, die nach Transplantation in die Shiverer-Maus 
kompaktes Myelin produzierten (Keirstead et al, 2005; Nistor et al, 2005).  
Eine Weiterentwicklung dieses Protokolls durch Izrael et al. verfolgte den entwicklungs-
orientierten Ansatz der Induktion der oligodendroglialen Transkriptionsfaktoren NKX2-2, 
OLIG2 und SOX10 aus hESC zur Produktion hochgradig verzweigter, reifer humaner Oligo-
dendrozyten in vitro. Der Einsatz des BMP Antagonisten Noggin an einem spezifischen 
Zeitpunkt des Differenzierungsprotokolls ermöglichte die Inhibition der neben NKX2-2 
durch RA induzierte Expression von BMPs und infolgedessen die Expression von SOX10. 
Nach ca. 70 Tagen Differenzierung gelang die Generierung einer Kultur nahezu reiner 
expandierbarer O4-positiver Zellen mit Vorläufermorphologie, die in vitro nach terminaler 
Differenzierung zu ungefähr 40 % O4-positiven, differenzierten Oligodendrozyten und in vivo 
nach Transplantation in die Shiverer-Maus in myelinisierende Oligodendrozyten 
ausdifferenziert werden konnten (Izrael et al, 2007).  
Hu und Kollegen nutzten den induzierenden Effekt von SHH, um durch Aktivierung der 
Transkriptionsfaktoren NKX2-2, OLIG2 und SOX10 Oligodendrozytenvorläuferzellen und 
reife Oligodendrozyten des ventralen Rückenmarks zu generieren und zu charakterisieren. 
Innerhalb von 14 Wochen konnten die hESC in PDGFRα-positive Oligodendrozyten-
vorläuferzellen differenziert werden, welche nach weiteren 2-4 Wochen in verzweigte O4-
positive Oligodendrozyten ausdifferenzierten. Nach Transplantation in die Shiverer-Maus 
reiften die Oligodendrozytenvorläufer zu reifen Oligodendrozyten heran und produzierten 
kompaktes Myelin (Hu et al, 2009a).  
Wang und Kollegen haben die Protokolle von Izrael et al. und Hu et al. kombiniert und ein 
Differenzierungsschema entwickelt, um in 110-150 Tagen aus undifferenzierten humanen 
iPSC eine Mischpopulation aus Oligodendrozyten und Astrozyten zu generieren, welche nach 
Transplantation in die Shiverer-Maus die Myelinisierung des kongenital hypomyelinisierten 
Mausgehirns ermöglichten. Nach einer terminalen Differenzierungszeit von weiteren 3-4 
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Monaten konnte eine maximale Ausbeute an myeliniserenden Oligodendrozyten in vitro 
differenziert werden (Wang et al, 2013b). 
Zwei neue Studien nutzen die duale Inhibition des SMAD-Signalweges (Chambers et al, 
2009), um hESC bzw. hiPSC zu neuralisieren und anschließend oligodendroglial zu 
differenzieren (Douvaras et al, 2014; Piao et al, 2015).  
Douvaras et al. beschreiben die Generierung myelinisierender Oligodendrozyten aus 
patientenspezifischen hiPSC unter dem Einfluss von RA und einem Agonisten des SHH-
Signalweges (smoothened agonist, SAG). Dabei werden die adhärente Neuralisierung und 
oligodendrogliale Differenzierung durch eine kurze Phase einer Suspensionskultur 
unterbrochen. Nach 75 Tagen beschreiben die Autoren eine Effizienz von 44-70 % O4-
positiver Zellen und eine Differenzierung in reife Oligodendrozyten nach 95 Tagen Kultur 
(Douvaras et al, 2014).  
Piao et al. differenzieren hESC nach einer anfänglichen Neuralisierung unter dem Einfluss von 
FGF-8 und Purmorphamin, einem Agonisten von Smoothened. Nach mechanischer Isolation 
von Rosettenzellen werden diese nach 40 Tagen Kultur glial differenziert. Nach 100 Tagen 
Differenzierung sind 35 % der Zellen O4-positiv (Piao et al, 2015). 
All diese Differenzierungen stellen zeitaufwändige Protokolle dar, die Oligodendrozyten und 
deren Vorläuferzellen auf direktem Wege aus hPSC differenzieren. Die Güte der 
resultierenden Zellen ist dabei immer wieder abhängig von der sensiblen Qualität der hPSC, 
wodurch die langwierigen Differenzierungen durch hohe Varianz gekennzeichnet sind. 
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1.5 Ziel der Arbeit 
Die in vitro Untersuchung der humanen Oligodendrogenese sowie oligodendrozyten-
assoziierter Erkrankungen erfordert die Verfügbarkeit ausreichender Mengen humaner 
oligodendroglialer Zellen unterschiedlicher Reifegrade in stabiler Qualität. Die Nutzung 
primärer Zellen ist nur eingeschränkt möglich und basiert auf einer begrenzten Zugänglichkeit 
unterschiedlicher Quellen humanen Gewebes fetalen oder adulten Ursprungs. Vor diesem 
Hintergrund wurden in der Vergangenheit Differenzierungsparadigmen etabliert, welche die 
Nutzung humaner pluripotenter Stammzellen zur Genese oligodendroglialer Zellen 
ermöglichen. Alle bislang publizierten Studien gehen dabei einen direkten Differenzierungs-
weg von pluripotenten Stammzellen hin zu Oligodendrozyten und deren Vorläuferzellen. 
Diese Strategien beinhalten die ununterbrochene Differenzierung der pluripotenten Zellen 
über lange Zeiträume hinweg. Die Effizienz ist dabei abhängig von der Qualität der 
pluripotenten Stammzellen, welche sich in vitro als sensibel und anfällig erwiesen hat. 
In der vorliegenden Arbeit sollte vor diesem Hintergrund eine Population neuraler 
Vorläuferzellen aus humanen embryonalen sowie induziert pluripotenten Stammzellen 
generiert werden, welche über ein hohes oligodendrogliales Differenzierungspotenzial verfügt 
und somit als stabiles Intermediat zwischen pluripotenten Stammzellen und humanen 
Oligodendrozyten dienen kann. Somit sollte die in vitro Verfügbarkeit humaner oligodendro-
glialer Zellen sowohl aus humanen embryonalen als auch induziert pluripotenten Stammzellen 
ermöglicht werden, ohne dabei ein ständiges Zurückgreifen auf diese empfindlichen Zellen 
vorauszusetzen. Dies implizierte die Etablierung eines oligodendroglialen Differenzierungs-
protokolls zur effizienten Herstellung humaner Oligodendrozyten.  
Weiterführend sollten sowohl die gewonnen Vorläuferzellen als auch die oligodendrogliale 
Differenzierung dieser Zellen weitreichend charakterisiert werden, um auf der einen Seite eine 
Bewertungsgrundlage für die Qualität neu etablierter Zelllinien zu schaffen. Auf der anderen 
Seite sollte dadurch eine Basis entwickelt werden, um sowohl den Einfluss unterschiedlicher 
Substanzen auf die oligodendrogliale Differenzierung testen als auch Unterschiede im 
Differenzierungspotenzial patientenabgeleiteter Zellen auffinden zu können. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Hersteller 
Abcam, Deutschland Merck, Deutschland 
Agilent Technologies, Deutschland Millipore, Deutschland 
Axxora, Deutschland Miltenyi, Deutschland 
Bayer Healthcare, Deutschland Molecular Devices, Deutschland 
BD Biosciences, Belgien Nunc, Deutschland 
Biometra, Deutschland Olympus, Deutschland 
BioRad, Deutschland PAA, Deutschland 
Carl Roth, Deutschland PEQLAB, Deutschland 
CellSystems, Deutschland Pfizer, Deutschland 
Corning Costar, USA Promega, Deutschland 
Covance, Deitschland Qiagen, Deutschland 
DAKO, Deutschland R&D Systems, Deutschland 
Dianova, Deutschland RAD Source, USA 
DSHB, USA Sakura Finetek, Deutschland 
DV Biologics, USA Santa Cruz, USA 
Eppendorf, Deutschland Schott, Deutschland 
Falcon/Becton Dickinson, Deutschland Science Products, Deutschland 
Greiner, Deutschland Serva, Deutschland 
Illumina, USA Sigma-Aldrich, Deutschland 
Invitrogen, Deutschland StemCells, Inc, Großbritannien 
Jena Optic, Deutschland The Jackson Laboratory, USA 
Kendro, Deutschland Thermo Fischer, Deutschland 
Laser Mells Griot, Deutschland Wescor, Deutschland 
Leica, Deutschland Zeiss, Deutschland 
Menzel, Deutschland  	
2.2 Geräte 
Alle Geräte, die im Folgenden nicht aufgeführt sind, gehörten zum allgemeinen Labor-
standard. 
Gerät Herstel ler  Gerät Herstel ler  
Biological Irradiator RS 2000 RAD Source ApoTom Carl Zeiss 
BioAnalyzer 2100 Agilent IX 81 Konfokalmikroskop Olympus 
FACS® DiVa BD Biosciences Axioskop 2 Carl Zeiss 
FACS® Calibur BD Biosciences Axiocam MRM Carl Zeiss 
Axopatch-200B Verstärker Molecular Devices ProgRes C14 Jena Optic 
Digidata 1440 Molecular Devices Mikroskoplaser Laser Mells Griot 
Illumina iScan Illumina Osmometer Vapro 5520  Wescor 
Inkubator HERAcell Kendro Thermocycler T3000 Biometra 
Kryostat CM3050S Leica iCycler BioRad 
Axiovert 40 CFL Carl Zeiss pH-Meter CG840 Schott 
Axiovert 200M Carl Zeiss Nanodrop 1000 Thermo Fischer 	
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2.3 Material 
2.3.1 Verbrauchsmaterial 
Verbrauchsmaterialien wie Reaktionsgefäße, Zellkulturschalen, Zentrifugenröhrchen, Zellsiebe 
und Zellschaber wurden von den Firmen BioRad, Corning Costar, Eppendorf, Falcon/Becton 
Dickinson, Greiner, Millipore und Nunc bezogen. Glasmaterialien wurden bei Schott und 
Menzel, Glaskapillare und Elektroden für die Elektrophysiologie (# GB150F-8P) bei Science 
Products erworben. 
2.3.2 Chemikalien und Reagenzien 
Alle Chemikalien, die nachfolgend nicht aufgeführt sind, gehörten zum allgemeinen Labor-
standard. 
Chemikalie Hersteller/Nr. Chemikalie Hersteller/Nr. 
2-Mercaptoethanol Invitrogen/31350-010 Insulin Sigma-Aldrich/I6634 
Alfazym PAA/L11-012 Jervine Sigma-Aldrich/J4145 
Apo-Transferrin, human Millipore/4452-01 Kaliumglukonat Sigma-Aldrich/G4500 
ATRA Sigma-Aldrich/R2625 Ketanest S 25 mg/ml Pfizer/Apotheke 
Ascorbinsäure Sigma-Aldrich/A4403 Kollagenase Typ IV Invitrogen/17104019 
B27 Invitrogen/17504044 Laminin Sigma-Aldrich/L2020 
B27 ohne Vitamin A Invitrogen/12587-010 Matrigel BD Bioscience/354230 
BDNF R&D/248-BD-025 Mg-ATP Sigma-Aldrich/A9187 
Biozytin Sigma-Aldrich/B4261 N2-Supplement PAA/F005-004 
BSA Fraktion V (7,5 %) Invitrogen/15260-037 Natrium Azid Carl Roth/K305.1 
CUR61414 Santa Cruz/sc-211143 Na-GTP Sigma-Aldrich/51120 
Cyclopamin Sigma-Aldrich/C4116 Natrium Pyruvat MEM Invitrogen/11360039 
DAPI Sigma-Aldirch/D9542 NEAA Invitrogen/11140035 
DEPC Carl Roth/K028.2 NGS Sigma-Aldrich/G6767 
DNA Leiter 100 bp PEQLAB/25-2010 NHS Invitrogen/16050130 
DNase (RNA) Invitrogen/18068-015 Noggin R&D/6057-NG 
DNase (Zellkultur) CellSystems/LS002140 Paraformaldehyd Sigma-Aldrich/P6148 
dNTP Set PEQLAB/20-2011 Pen/Strep Invitrogen/15140-122 
DMSO Sigma-Aldrich/D2650 PDGF-AA R&D Systems/221-AA-050 
EGF, human R&D/236-EG-01M Poly-L-Ornithin Sigma-Aldrich/P-3655 
EGTA Carl Roth/3054.3 Propidiumiodid (PI) Molecular Devices/P-
21493 
Ethidiumbromid Carl Roth/2218.2 Rompun 2 % Bayer/Apotheke 
FCS Invitrogen/10439024 SAG Millipore/566660 
FGF-2, human R&D/Bulk 233-FB/CF SHH R&D/1314 
FGF-8b R&D/423-F8 SYBR Green Sigma-Aldrich/S9430 
bFGF Invitrogen/13256-029 Taq DNA Polymerase Invitrogen/10342-020 
Fluorescein BioRad/170-8780 Tissue-Tek® Sakura Finetek/4583 
Forskolin Sigma-Aldrich/F6886 TriFast™ PEQLAB/30-2020 
Einfriermedium Sigma-Aldrich/C2639 Trijod-L-Thyronin (T3) Sigma-Aldrich/T551 
Gelatine Sigmal-Aldrich/G-1890 Triton X-100 Sigma-Aldrich/T878 
L-Glukose Sigma-Aldrich/G8270 Trypsin-EDTA (TE) Invitrogen/15400-054 
Glutaraldehyd Serva/23115.01 Trypsin-Inhibitor (TI) Invitrogen/17075029 
L-Glutamin 200 mM Invitrogen/25030024 VectaShield Axxora/A-1000 
GoTaq® Flexi Promega/M8305 Y27632 (ROCK) Merck/688000 	
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2.3.3 Kits 
Kit Hersteller 
iScript™cDNA Synthese Kit BioRad 
 
RNeasy® Mini Kit Qiagen 
 
REDExtract-N-Amp Tissue PCR Kit Sigma-Aldrich 
 
miScript Reverse Transcription Kit Qiagen 
 
miScript SYBR® Green PCR Kit Qiagen 	
2.3.4 Zelllinien 
Zelllinie Herkunft 
hESC Linie H9.2 Haifa, Israel (Amit et al. 2000) 
 
hESC Linie I3 Haifa, Israel (Amit et al. 2000) 
 
hESC Linie I6 Haifa, Israel (Amit et al. 2000) 
 
hiPSC Linie iLB-C-35m-r4 Institut für Rekonstruktive Neurobiologie, 
Universität Bonn, Deutschland 
 
hiPSC Linie iLB-C-31f-r1 Institut für Rekonstruktive Neurobiologie, 
Universität Bonn, Deutschland 	
2.3.5 Mausstämme 
Mausstamm Herkunft 
Shiverer C3Fe.SWV-MBPshi/J The Jackson Laboratory 
 
Rag-/- Haus für Experimentelle Therapie,  
Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universität, Deutschland 
 
shi/shi × rag-/- Institut für Rekonstruktive Neurobiologie,  
Universität Bonn, Deutschland 
 
CD1 Haus für Experimentelle Therapie,  
Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universität, Deutschland 
 
C57BL/6 Haus für Experimentelle Therapie,  
Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universität, Deutschland 	
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2.3.6 Primärantikörper 
Epitop Immunglobulin Verdünnung Hersteller 
3CB2 Maus IgM 1:100 DSHB 
4860 Ratte IgM 1:800 (Czopka et al, 2009) 
BLBP Kaninchen IgG 1:100 Abcam 
CASPR Kaninchen IgG 1:500 Abcam 
CD19-PE Maus IgG 1:150 BD Bioscience 
CD133-APC Maus IgG 1:20 Miltenyi 
CD133-Biotin Maus IgG 1:11 Miltenyi 
GABA Kaninchen IgG 1:700 Sigma-Aldrich 
GFAP Kaninchen IgG 1:1000 DAKO 
vGLUT2 Kaninchen IgG 1:1000 Abcam 
HO14 Ratte IgG 1:100 (Trojanowski et al, 1993) 
Humane Nuclei Maus IgG 1:100 Millipore 
Ki67 Maus IgG 1:100 DAKO 
MAP2AB Maus IgG 1:200 Sigma-Aldrich 
MBP Ratte IgG 1:25 Abcam 
Musashi Kaninchen IgG 1:100 Millipore 
Nestin Kaninchen IgG 1:200 Millipore 
Neurofilament Kaninchen IgG 1:100 Sigma-Aldrich 
NG2 Kaninchen IgG 1:100 Millipore 
O4 Maus IgM 1:100 R&D Systems 
OCT3/4 Kaninchen IgG 1:400 Santa Cruz 
OLIG2 Kaninchen IgG 1:100 Millipore 
SOX2 Maus IgG 1:100 R&D Systems 
SOX9 Goat IgG 1:300 R&D Systems 
STEM121 Maus IgG 1:1000 StemCells 
TH Maus IgG 1:1000 Sigma-Aldrich 
TUBB3 Huhn IgG 1:1000 Millipore 
TUBB3 Kaninchen IgG 1:1000 Covance 
TUBB3 Maus IgG 1:1000 Covance 
Vimentin Maus IgM 1:100 Millipore 	
2.3.7 Sekundärantikörper 
Epitop, Konjugat Verdünnung Hersteller 
anti-Maus IgG, Biotin 1:200 Dianova 
anti-Ratte IgG, Biotin 1:200 Dianova 
anti-Ratte IgM, Biotin 1:200 Dianova 
Streptavidin, Cy3 1:450 Dianova 
Streptavidin, Cy5 1:450 Dianova 
anti-Maus IgG, Alexa 488/Alexa 555 1:1000 Invitrogen 
anti-Maus IgM, Alexa 488/Alexa 555 1:1000 Invitrogen 
anti-Kaninchen IgG, Alexa 488/Alexa 555 1:1000 Invitrogen 
anti-Huhn IgG, Alexa 647 1:1000 Invitrogen 
anti-Ratte IgG, FITC 1:250 Dianova 	
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2.3.8 RNA 
RNA Katalognummer Hersteller 
Humanes fetales Hirn, Gesamt-RNA 540157 Agilent Technologies 
 
Humanes fetales Rückenmark, Gesamt-
RNA 
pN002-r DV Biologics 	
2.4 Oligonukleotide 
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen bezogen. 
2.4.1 RT-PCR 
Gen Sequenz Hybridisierungs- 
temperatur 
Produktgröße 
AQP4 5’-GGAATTTCTGGCCATGCTTA-3’ 
5’-AGACTTGGCGATGCTGATCT-3’ 
60 °C 226 bp 
ASCL1 5’-CGGCCAACAAGAAGATGAGT-3’ 
5’-TGGAGTAGTTGGGGGAGATG-3’ 
60 °C 150 bp 
AXIN2 5’-GGAGCTCTCCGAGACAGAGACAA-3’ 
5’-ACCAGGGTGCGGTAGGGGAT-3’ 
60 °C 123 bp 
BLBP 5’-CCAGCTGGGAGAAGAGTTTG-3’ 
5’-CTCATAGTGGCGAACAGCAA-3’ 
62°C 196 bp 
BMP2 5’-TCCTTGCGCCAGGTCCTTTGA-3’ 
5’-CATGGTCGACCTTTAGGAGACCGCA-3’ 
60 °C 109 bp 
BMP4 5’-TATCTCGAGCCTGCAGCGCCAC-3’ 
5’-ACTACGGAATGGCTCCATAGGTCCC-3’ 
60 °C 125 bp 
BMPR1A 5’-GATTCGGGCCCCACTTCGCC-3’ 
5’-CCCACTGCTTTCTTACGACTCCTCC-3’ 
60 °C 221 bp 
CCND1 5’-TCAAGTGTGACCCGGACTGCCT-3’ 
5’-GCGGCCTTGGGGGTCCATGTTC-3’ 
60 °C 104 bp 
CD133 5’-GCATTGGCATCTTCTATGGTT-3’ 
5’-CGCCTTGTCCTTGGTAGTGT-3’ 
60 °C 170 bp 
CXCR7 5’-CTGCAGCCAGCAGAGCTCACA-3’ 
5’-GAGGCGGGCAATCAAATGACCTCC-3’ 
60 °C 138 bp 
DACH1 5’-GTGGAAAACACCCCTCAGAA-3’ 
5’-CTTGTTCCACATTGCACACC-3’ 
60 °C 208 bp 
EGFR 5’-CCAAACTGCACCTACGGATGCAC-3’ 
5’-GCGCTTCCGAACGATGTGGC-3’ 
60 °C 168 bp 
EGR2 5’-TTGACCAGATGAACGGAGTG-3’ 
5’-ACCAGGGTACTGAGGGTCAA-3’ 
60 °C 170 bp 
EMX1 5’-CATTTCTACCCCTGGGTCCT-3’ 
5’-TCTCGGAGAGGCTGAGACTG-3’ 
60 °C 232 bp 
EMX2 5’-ACCTTCTACCCCTGGCTCAT-3’ 
5’-GCCCACCACGTAGTGATTCT-3’ 
60 °C 192 bp 
EN1 5’-GACTCGCAGCAGCCTCTC-3’ 
5’-GCCTGGAACTCCGCCTTG-3’ 
60 °C 179 bp 
FOXG1 5’-CCCTCCCATTTCTGTACGTTT-3’ 
5’-CTGGCGGCTCTTAGAGAT-3’ 
60 °C 204 bp 
GAD1 5’-GCTGGGGCTGCACTTGGCTT-3’ 
5’-CACCTCCCCAGGCAGCATCG-3’ 
60 °C 247 bp 
GAPDH 5’-ATGACCCCTTCATTGACCTCAACT-3’ 
5’-ATACTTCTCATGGTTCACACCCAT-3’ 
60 °C 320 bp 
GBX2 5’-CTCGCTGCTCGCCTTCTC-3’ 
5’-GCCAGTCAGATTGTCATCCG-3´ 
60 °C 169 bp 
GFAP 5’-TCATCGCTCAGGAGGTCCTT-3’ 
5’-CTGTTGCCAGAGATGGAGGTT-3’ 
60 °C 383 bp 
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GLAST 5’-CTCACAGTCACCGCTGTCAT-3’ 
5’-CCATCTTCCCTGATGCCTTA-3’ 
58 °C 202 bp 
GLI1 5’-GGCTGCAGTAAAGCCTTCAGCAAT-3’ 
5’-TGCAGCCAGGGAGCTTACATACAT-3’ 
60 °C 100 bp 
GPM6A 5’-TGAGATGGCAAGAACTGCTG-3’ 
5’-CCAGGCCAACATGAAAAGAT-3’ 
60 °C 238 bp 
HES5 5’-GCCCGGGGTTCTATGATATT-3’ 
5’-GAGTTCGGCCTTCACAAAAG-3’ 
60 °C 152 bp 
HOP 5’-GCATTGACAGCTTCACTCCA-3’ 
5’-GGAAATGCTAGCCACACCAT-3’ 
60 °C 239 bp 
HOXA2 5’-TTCAGCAAAATGCCCTCTCT-3’ 
5’-TAGGCCAGCTCCACAGTTCT-3’ 
60 °C 176 bp 
HOXB2 5’-TTTAGCCGTTCGCTTAGAGG-3’ 
5’-CGGATAGCTGGAGACAGGAG-3’ 
60 °C 173 bp 
HOXB4 5’-ACACCCGCTAACAAATGAGG-3’ 
5’-GCACGAAAGATGAGGGAGAG-3’ 
60 °C 187 bp 
HOXB6 5’-GAACTGAGGAGCGGACTCAC-3’ 
5’-CTGGGATCAGGGAGTCTTCA-3’ 
60 °C 153 bp 
HOXC11 5’-AAAGGAGCCGCCCCCAACGC-3’ 
5’-AAGGGCCCGGTCTGCAGGTT-3’ 
60 °C 267 bp 
HOXC5 5’-CCCCACAGTTGCTCTATGCT-3’ 
5’-GCCTCTAGGACCACTTGCTG-3’ 
60 °C 178 bp 
HOXD8 5’-CCGTGGATGAGACCACAAGCAGC-3’ 
5’-CACCTCCTGCCGGGAAACGG-3’ 
60 °C 246 bp 
HOXD9 5’-GCTTGCAGCGACCACCCGAT-3’ 
5’-CGGCGGGGTTGTTTGGGTCA-3’ 
60 °C 100 bp 
ID2 5’-CCCCTGTGGACGACCCGATGA-3’ 
5’-ATTCAGAAGCCTGCAAGGACAGGA-3’ 
60 °C 279 bp 
ID4 5’-GCCCACCATCCCGCCCAAC-3’ 
5’-GCGGCCGCACACCTGGA-3’ 
60 °C 276 bp 
IRX3 5’-ACGAGGAGGGAAACGCTTAT-3’ 
5’-CGCCGTCTAAGTTCTCCAAA-3’ 
60 °C 186 bp 
ISL1 5’-TCCCTATGTGTTGGTTGCGGCA-3’ 
5’-GCGCATTTGATCCCGTACAACCTGA-3’ 
60 °C 197 bp 
MAL 5’-CTTCGGGGGCCTGGTGTGGAT-3’ 
5’-GTGGTAGGCTGCGTCCAAGGTGA-3’ 
60 °C 181 bp 
MAG 5’-TCTGCACCGCGAGGAACCTCT-3’ 
5’-GCCTCTCGCTCTCGTACTTCTCTGG-3’ 
60 °C 267 bp 
MBP 5’-GAGCCCTCTGCCCTCTCATGCC-3’ 
5’-TCAGGGACAGTCCTCTCCCCTTTCCC-3’ 
60 °C 215 bp 
MNX1 5’-CTCGTACCCGCAGGTGCAAGG-3’ 
5’-GCCTGGGAGTTGAAGTCGGGCA-3’ 
60 °C 147 bp 
MOG 5’-TCCCCACTTTCTGAGGGTGCCC-3’ 
5’-GAGTAGCTCTTCAAGGAATTGCCCTGC-3’ 
60 °C 139 bp 
MYT1 5’-GCTGTGTGGGGCTCGGTCAC-3’ 
5’-GGTGGGGCAGGTCGGTCCTT-3’ 
62 °C 155 bp 
Nanog 5’-CCTGTGATTTGTGGGCCTG-3’ 
5’-GACAGTCTCCGTGTGAGGCAT-3’ 
60 °C 78 bp 
Nestin 5’-CAGCGTTGGAACAGAGGT-3’ 
5’-TGGCACAGGTGTCTCAAGGGTAC-3’ 
60 °C 389 bp 
NG2 5’-ACTTGCATCCGCGGCTTCCTTCTT-3’ 
5’-ACAACGTGGCCCAGCCCTCTA-3’ 
60 °C 296 bp 
NKX2-1 5’-CGCATCCAATCTCAAGGAAT-3’ 
5’-TGTGCCCAGAGTGAAGTTTG-3’ 
60 °C 170 bp 
NKX2-2 5’-TCTACGACAGCAGCGACAAC-3’ 
5’-TTGTCATTGTCCGGTGACTC-3’ 
62 °C 154 bp 
NKX6-1 5’-CCTGGCCTGTACCCCTCATCAA-3’ 
5’-TCTCGGGCCCCGCCAAGTAT-3’ 
60 °C 143 bp 
NKX6-2 5’-CGCGTCTCGCCTACTCGCTG-3’ 
5’-GCGGGTCCTCACAAGGCGTC-3’ 
60 °C 307 bp 
OLIG1 5’-AGAGCGAGGCCGAGCAAGGA-3’ 
5’-AAGCGCGCAACTCCAGGGAC-3’ 
60 °C 228 bp 
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OLIG2 5’-GCTGCGTCTCAAGATCAACAG-3’ 
5’-CACCAGTCGCTTCATCTCCTC-3’ 
60 °C 196 bp 
OTX2 5’-TGCAGGGGTTCTTCTGTGAT-3’ 
5’-AGGGTCAGAGCAATTGACCA-3’ 
60 °C 234 bp 
PAX2 5’-GGCTGTGTCAGCAAAATCCT-3’ 
5’-CTGGGCACTGTGTCATTGTC-3’ 
60 °C 206 bp 
PAX3 5’-GCCAATCAACTGATGGCTTT-3’ 
5’-AGCGGTTGAGGTCTGTGAAC-3’ 
60 °C 164 bp 
PAX6 5’-GTGTCCAACGGATGTGTGAG-3’ 
5’-CTAGCCAGGTTGCGAAGAAC-3’ 
60 °C 254 bp 
PAX7 5’-CCAAGATTCTTTGCCGCTAC-3’ 
5’-GATCTCCCAGCTGAACATGC-3’ 
60 °C 149 bp 
PDGFRα 5’-CTATCCACACTGTCAAACAGGTTG-3’ 
5’-ACTGCTGGACTGAGAAGTTTCATC-3’ 
60 °C 454 bp 
PLP 5’-CTGCTCACCTTCATGATTGC-3’ 
5’-TGACTTGCAGTTGGGAAGTC-3’ 
60 °C 343 bp 
PLZF 5’-CTATGGGCGAGAGGAGAGTG-3’ 
5’-TCAATACAGCGTCAGCCTTG-3’ 
60 °C 152 bp 
PMP2 5’-CAAGCTAGGCCAGGAATTTG-3’ 
5’-CCACGCCCTTCATTTTACAT-3’ 
60 °C 176 bp 
POU3F3 5’-GTTCTCGCAGACCACCATCT-3’ 
5’-CGATAGAGGTCCGCTTCTTG-3’ 
60 °C 179 bp 
PTCH1 5’-GCTTCCCGTGCTTTTGTCTT-3’ 
5’-TCCTGCAGCTCAATGACTTC-3’ 
60 °C 792 bp 
REX1 5’-GCACACTAGGCAAACCCACC-3’ 
5’-CATTTGTTTCAGCTCAGCGATG-3’ 
60 °C 77 bp 
RFX4 5’-TCTGAGACGGCAAACATCAC-3’ 
5’-GACTCGATGGGAGACTGCTC-3’ 
60 °C 231 bp 
OCT4 5’-AGTGAGAGGCAACCTGGAGA-3’ 
5’-GTGAAGTGAGGGCTCCCATA-3’ 
60 °C 273 bp 
S100β 5’-AAAGAGCAGGAGGTTGTGGA-3’ 
5’-AGGAAAGGTTTGGCTGCTTT-3’ 
60 °C 161 bp 
SOX10 5’-ATCCAGGCCCACTACAAGAG-3’ 
5’-GAAGTCGATGTGAGGCTTCC-3’ 
62 °C 213 bp 
SOX2 5’-GTATCAGGAGTTGTCAAGGCAGAG-3’ 
5’-TCCTAGTCTTAAAGAGGCAGCAAAC-3’ 
60 °C 78 bp 
SOX9 5’-GACTCGCCACACTCCTCCT-3’ 
5’-CTCGATGTTGGAGATGACG-3’ 
62 °C 234 bp 
TH 5’- GAGTACACCGCCGAGGAGATTG-3’ 
5’- GCGGATATACTGGGTGCACTGG-3’ 
60 °C 279 bp 
TUBB3 5’-GCAACTACGTGGGCGACT-3’ 
5’-GGCCTGAAGAGATGTCCAAA-3’ 
60 °C 160 bp 
VGLUT1 5’-CTGCCGCAGCTGGACGTTCT-3’ 
5’-GCCGAAGCCTCCGCAGTTCA-3’ 
60 °C 223 bp 
VGLUT2 5’-CGCGGGGGCAAGGTCATCAA-3’ 
5’-TGGCAGCTCCGAAAACCCTGT-3’ 
60 °C 160 bp 
Vimentin 5’-GGAAGAGAACTTTGCCGTTG-3’ 
5’-TCCAGCAGCTTCCTGTAGGT-3’ 
56 °C 174 bp 
WNT1 5’-TGCCAACAGCAGTGGCCGAT-3’ 
5’-CCGTTTCTCGACAGCCTCGGT-3’ 
60 °C 293 bp 	
2.4.2 Quantitative PCR 
Gen Sequenz Hybridisierungstemperatur 
18S 5’-TTCCTTGGACCGGCGCAAG-3’ 
5’-GCCGCATCGCCGGTCGG-3’ 
60 °C 
CD133 5’-GCATTGGCATCTTCTATGGTT-3’ 
5’-CGCCTTGTCCTTGGTAGTGT-3’ 
60 °C 
MBP 5’-ATCCAAGTACCTGGCCACAG-3’ 
5’-GGAGCCGTAGTGAGCAGTTC-3’ 
60 °C 
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NG2 5’-GCCACCTCTGGAAGAACAAA-3’ 
5’-TGACCTGGAAGAGCACATCA-3’ 
60 °C 
NKX6.1 5’-GCCTGGCCTGTACCCCTCATCA-3’ 
5’-GCTGTCCGGAAAAAGTGGGTCTCG-3’ 
60 °C 
NKX6.2 5’-CCGAGAGCCAGGTGAAGGTCTG-3’ 
5’-TGCTTCTTCTTGGCCGACGC-3’ 
60 °C 
OLIG1 5’-GTCCCTGGAGTTGCGCGCTT-3’ 
5’-CTCGGGGATGGCCTCTCGCT-3’ 
60 °C 
OLIG2 5’-GACAAGCTAGGAGGCAGTGG-3’ 
5’-CGGCTCTGTCATTTGCTTCT-3’ 
60 °C 
SOX10 5’-ACCGCACACCTTGGGACACG-3’ 
5’-CAACGCCCACCTCCTCGGAC-3’ 
60 °C 	
2.5 Zellkultur 
Alle Zellen wurden bei 37 °C in 5 % CO2 in wasserdampfgesättigter Atmosphäre kultiviert. 
Falls nicht abweichend erwähnt, wurden humane embryonale Stammzellen (human embryonic 
stem cells, hESC) und humane induziert pluripotente Stammzellen (human induced pluripotent stem 
cells, hiPSC) bei 4 °C und 130 × g für 3 min zentrifugiert, alle anderen Zelltypen bei 4 °C und 
300 × g für 4 min. 
Alle Grundmedien, Natrium-Pyruvat-Lösung, NEAA-Lösung, L-Glutamin-Lösung, 
2-Mercaptoethanol-Lösung, Serum Replacement, Electro-Neurobasal Medium, fetales 
Kälberserum (FCS) sowie PBS wurden von Invitrogen bezogen. 
2.5.1 Medien 
MEF Medium 
D-MEM 
10 % FCS, hitzeinaktivert 
1 mM Natrium Pyruvat 
0,1 mM NEAA 
1 mM L-Glutamin 	
EB Medium 
D-MEM/F12 
0,8 g/l L-Glukose 
0,5 % N2-Supplement 
0,01 mg/ml Insulin 
0,05 mg/ml humanes apo-Transferrin 
hPSC Medium  
Knock-out D-MEM 
20 % Knock-out Serum Replacement 
0,1 mM NEAA 
1 mM L-Glutamin 
0,1 mM 2-Mercaptoethanol 
4 ng/ml bFGF	
RGL-NPC Medium 
D-MEM/F12 
1,6 g/l L-Glukose 
1 % N2-Supplement 
0,02 mg/ml Insulin 
0,1 mg/ml humanes apo-Transferrin	
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2.5.2 Reagenzien 
Kollagenase Typ IV (1 mg/ml) 
Kollagenase Typ IV wurde in Knock-out D-MEM 
gelöst, steril filtriert und nicht länger als eine Woche 
bei 4 °C gelagert. 	
Gelatine (0,1 %) 
0,5 g Gelatine wurden in 500 ml H20 autoklaviert und 
bei 4 °C gelagert.	
Matrigel (MG) 
MG wurde auf Eis bei 4 °C über Nacht aufgetaut. 
1 ml MG wurde mit einer vorgekühlten Pipette in 
29 ml gekühltes DMEM/F12 Medium überführt und 
gemischt. 	
Trypsin-EDTA (TE) 
0,5 % Trypsin/EDTA Stock-Lösung wurde mit PBS 
zur gewünschten Konzentration verdünnt und bei 
4 °C gelagert.	
Poly-L-Ornithin (PO, 15 µg/ml) 
- Stock-Lösung (1,5 mg/ml): 
100 mg PO wurden in 67 ml ddH2O gelöst, steril 
filtriert und bei -20 °C gelagert. 
- Arbeitslösung: Die Stock-Lösung wurde 1:100 in 
ddH2O verdünnt und bei 4 °C gelagert.	
	
	
2.5.3 Zellkultur-Stocklösungen 
Reagenz Konzentration und Lösungsmittel Lagerung 
ATRA (Retinsäure) 10 mM in DMSO -80 °C 
Apo-Transferrin 10 mg/ml in ddH2O -20 °C 
Ascorbinsäure 100 mM in ddH2O -20 °C 
BDNF 10 µg/ml in 0,1% BSA in PBS -20 °C 
CUR61414 1 mM in DMSO -20 °C 
Cyclopamin 5 mM in DMSO -20 °C 
EGF 10 µg/ml in 0,1% BSA/10 mM Eisessig in ddH2O -20 °C 
bFGF 10 µg/ml in 0,1% BSA in PBS -20 °C 
FGF-2 10 µg/ml in 0,1 BSA in PBS -20 °C 
FGF-8b 100 µg/ml in 0,1 % BSA in PBS -20 °C 
Forskolin 0,01 M in Ethanol -20 °C 
Insulin 5 mg/ml 10 mM Natriumhydroxid -20 °C 
Jervine 10 mM in Ethanol -20 °C 
Noggin 100 µg/ml in PBS -20 °C 
PDGF-AA 10 µg/ml in 0,1% BSA/4 mM HCl in ddH2O -20 °C 
SAG 1 mM in ddH2O -20 °C 
SHH 100 µg/ml in 0,1 % BSA in PBS -20 °C 
Trijod-L-Thyronin (T3) 30 µg/ml in 0,33 M Natriumhydroxid -80 °C 
Y27632 10 mM in ddH2O -20 °C 	
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2.5.4 Beschichtungen von Zellkulturschalen 
Reagenz Beschichtung 
Poly-L-Ornithin 
(PO, 15 µg/ml) 
 
Zellkulturschalen wurden mit PO Arbeitslösung bedeckt und über Nacht 
bei 37 °C inkubiert (PO-Schalen). Vor dem Gebrauch der Schalen wurde 
die PO-Lösung abgenommen und die Schalen zweimal mit PBS gewaschen. 
 
Gelatine (0,1%) 
 
Zellkulturschalen wurden mit Gelatine Lösung bedeckt und mindestens 
20 min bei 37 °C inkubiert. 
 
Laminin (Ln) 
 
PO-Schalen wurden zweimal mit PBS gewaschen und mit einer 2 µg/ml Ln-
Lösung in PBS für 4 h bis über Nacht bei 37 °C beschichtet (PO/Ln-
Schalen). 
 
Matrigel (MG) 
 
MG wurde über Nacht auf Eis bei 4 °C aufgetaut und 1 ml mit einer 
vorgekühlten Pipette in 29 ml gekühltem DMEM/F12 Medium gelöst. 
Zellkulturschalen wurden mit der verdünnten Matrigellösung für 4 h bei RT 
oder über Nacht bei 4 °C beschichtet 
 	
2.5.5 Gewinnung primärer embryonaler muriner Fibroblasten 
Embryonale Mausfibroblasten (mouse embryonic fibroblasts, MEF) wurden aus Mausembryonen 
des Embryonalstadiums E13,5 bis E14,5 gewonnen. Dazu wurde ein trächtiges Weibchen des 
Mausstammes CD1 13 Tage nach Verpaarung durch zervikale Dislokation getötet und mit 
70 %igem Ethanol gewaschen. Die Uterushörner wurden isoliert, die Embryonen von 
Plazenta und umgebenden Gewebe befreit und in eine Petrischale mit PBS überführt. Die 
Gehirne und Organe wurden mit einem Skalpell entfernt, das verbleibende Gewebe in frisches 
PBS überführt und weitestgehend von Blut befreit. Das Gewebe wurde mit dem Skalpell 
zerkleinert und in einem Reaktionsgefäß mit 0,075 % Trypsin/EDTA (TE) und Glasperlen 
(∅ 4 mm) auf einem Magnetrührer für 30 min bei 37 °C inkubiert. Die enzymatische Reaktion 
wurde durch die Zugabe eines gleichen Volumens an MEF-Medium gestoppt. Die 
Zellsuspension wurde durch ein Zellsieb filtriert, die Glasperlen und das Zellsieb mit PBS 
gespült und alle Zellen durch Zentrifugation sedimentiert. Die Zellen wurden gezählt und in 
einer Konzentration von 5×106/15 cm Zellkulturschale in MEF Medium ausplattiert und 
kultiviert. 
Konfluente Zellen wurden enzymatisch mit 0,05 % TE abgelöst, durch Zentrifugation 
gesammelt und in 1× MEF-Einfriermedium als Passage 0 (P0) eingefroren bzw. direkt zur 
Expansion genutzt (siehe 2.5.6). 	
1× MEF-Einfriermedium 
D-MEM 
20 % FCS (hitzeinaktiviert) 
10 % DMSO 
gekühlt 
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2.5.6 Mitotische Inaktivierung primärer muriner Fibroblasten 
Die mitotische Inaktivierung der MEF erfolgte mittels Bestrahlung mit γ-Strahlen. Frisch 
präparierte MEF bzw. eingefrorene P0 MEF wurden bis zur Passage 3 expandiert. Ein 
Kryoröhrchen mit eingefrorenen Zellen wurde im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, in 
vorgewärmtem MEF Medium aufgenommen, durch Zentrifugation sedimentiert und auf 
3×15 cm Zellkulturschalen in frischem MEF Medium als Passage 1 (P1) ausplattiert. Frisch 
präparierte MEF wurden mit 0,05 % TE abgelöst, die enzymatische Reaktion mit MEF 
Medium gestoppt, die Zellen durch Zentrifugation sedimentiert und in einem Verhältnis von 
1:3 in frischem MEF Medium ausplattiert. Konfluente Zellen wurden mit 0,05 % TE auf 
10×15 cm Zellkulturschalen als P2 und im Anschluss auf 30×15 cm Zellkulturschalen als P3 
expandiert. Das Medium wurde während der Expansion alle 2-3 Tage erneuert. Zellen von 
konfluenten P3 Zellkulturschalen wurden mit 0,05 % TE gelöst, die Reaktion mit MEF 
Medium gestoppt und die Zellen mittels Zentrifugation gesammelt. Die Zellen wurden in 
30 ml MEF gesammelt und in eine T175 cm2 Zellkulturflasche mit geschlossenem Deckel 
überführt. Die mitotische Inaktivierung erfolgte durch Bestrahlung der Zellen mit 15 Gy in 
einem γ-Bestrahlungsgerät (160 kV, 25 mA für 6 min, 45 s). 
 
Einfrieren bestrahlter muriner Fibroblasten 
Die γ-bestrahlten MEF (γ-MEF) wurden in ein Reaktionsgefäß überführt, die Zellzahl 
bestimmt und die Zellen sedimentiert. Je 2,4×106 Zellen wurden in 1 ml pro Kryoröhrchen 
eingefroren. Zu diesem Zweck wurden die Zellen in der Hälfte des entsprechenden Volumens 
an DMEM Grundmedium gelöst, sukzessive mit 2× MEF gekühltem Einfriermedium 
gemischt, in Kryoröhrchen gefüllt und in eine auf -20 °C vorgekühlte Styroporbox überführt. 
Nach 1 h bei -20 °C wurden die Zellen über Nacht bei -80 °C eingefroren und anschließend in 
flüssigem Stickstoff gelagert. 
 
2× MEF Einfriermedium 
D-MEM 
40 % FCS (hitzeinaktiviert) 
20 % DMSO 
2.5.7 Präparation primärer Astrozyten 
Primäre Astrozyten wurden aus 3 Tage alten Jungtieren des Mausstammes C57BL/6 
gewonnen. Die Jungtiere wurden unter sterilen Bedingungen dekapitiert und die cerebralen 
Cortices in kaltem PBS auf Eis isoliert. Die Meningen wurden komplett entfernt. Die Cortices 
wurden vorsichtig 5× mit einer 5 ml Plastikpipette in 0,05 % TE mit 50 µg/ml DNase 
trituriert und anschließend für 5 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Die Zelllösung wurde 
erneut trituriert, die enzymatische Reaktion durch die Zugabe von 10 ml MEF Medium 
gestoppt und die Zellen anschließend durch ein Zellsieb pipettiert, um eine 
Einzelzellsuspension zu erhalten. Die Zellen wurden durch Zentrifugation sedimentiert und in 
einem Verhältnis von Zellen aus 3-4 Hirnen pro gelatinebeschichteter T75 cm2 
Zellkulturflasche in MEF Medium mit 1 % Pen/Strep ausplattiert. Das Medium wurde am 
nächsten Tag gewechselt und die Zellen bis zur Konfluenz kultiviert. Alle 2-3 Tage wurde das 
Medium erneuert. Konfluente Astrozyten wurden mit 0,05 % TE in einem Verhältnis von 1:3 
passagiert. 
Die mitotische Inaktivierung erfolgte durch Bestrahlung mit γ-Strahlung spätestens in Passage 
3. Zu diesem Zweck wurden die Zellen auf matrigelbeschichtete Zellkulturschalen ausplattiert 
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und adhärent in MEF Medium mit 15 Gy bestrahlt (160 kV, 25 mA für 6 min, 45 sec). Nach 
der Bestrahlung wurde das Medium gewechselt und die Astrozyten weiter kultiviert. 
2.5.8 Kultur humaner embryonaler und humaner induziert pluripotenter 
Stammzellen 
hESC und hiPSC wurden nach Standardprotokollen in hPSC Medium auf einem Zellrasen aus 
γ–MEF kultiviert (Thomson et al, 1998). Die Zellen wurden alle 3-4 Tage passagiert, das 
Medium täglich erneuert. 
Einen Tag vor dem Passagieren der hESC bzw. hiPSC wurden γ–MEF in einem Verhältnis 
von einem Kryoröhrchen auf zwei gelatinebeschichtete 6-Well Zellkulturplatten in MEF 
Medium aufgetaut. Dazu wurden die gefrorenen MEF bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut, in 
10 ml vorgewärmtem MEF Medium aufgenommen und durch Zentrifugation sedimentiert. 
Die Zellen wurden in frischem MEF Medium resuspendiert, auf die 6-Well Zellkulturplatten 
überführt und über Nacht kultiviert. 
Am nächsten Tag wurden die hESC- bzw. hiPSC-Kolonien mit 1 mg/ml Kollagenase-Lösung 
für 60 min bei 37 °C abgelöst, mit PBS abgespült und durch Zentrifugation sedimentiert. Die 
hESC/hiPSC wurden mechanisch durch wiederholtes Auf-und Abpipettieren mit einer 1 ml 
Feinpipette zerkleinert und in einem Verhältnis von 1:3-1:5 in hPSC Medium auf die 
vorbereiteten γ-MEF überführt. 
Undifferenzierte hESC und hiPSC wurden als Einzelzellen eingefroren. Zu diesem Zweck 
wurden die Kulturen zunächst für 45 min bei 37 °C mit 10 µM Rho Kinase Inhibitor Y 
(Y27632, ROCK Inhibitor) behandelt, anschließend einmal mit PBS gewaschen und in 
Alfazym inkubiert, bis einzelne hESC/hiPSC-Zellen durch sanftes Klopfen von der Schale 
gelöst werden konnten. Die Zellen wurden mit PBS abgespült, zur Einzelzellsuspension 
trituriert und durch Zentrifugation sedimentiert (210 × g, 5 min, 4 °C). Die Zellen wurden in 
hESC/hiPSC Einfriermedium resuspendiert und langsam auf -80 °C eingefroren, wobei 
Zellen aus einem Well einer 6-Well Zellkulturplatte in 1 ml in ein Kryoröhrchen eingefroren 
wurden. Für die Langzeitlagerung wurden die Zellen am folgenden Tag in flüssigen Stickstoff 
überführt. 	
hESC/hiPSC Einfriermedium 
90 % Knock-out Serum Replacement 
10 % DMSO 	
Einen Tag vor dem Auftauen der hESC/hiPSC wurden 6-Well Zellkulturplatten wie oben 
beschrieben mit frischen γ-MEF bestückt. Gefrorene hESC/hiPSC wurden im Wasserbad bei 
37 °C aufgetaut, in 9 ml vorgewärmtem hPSC Medium aufgenommen und sedimentiert 
(5 min, 210 × g, 4 °C). Ein Kryoröhrchen wurde auf eine 6-Well Zellkulturplatte mit γ-MEF in 
frischem hPSC Medium mit 10 µM ROCK Inhibitor ausgesät. Am nächsten Tag wurde das 
Medium gewechselt, ohne ROCK Inhibitor zuzugegeben. 
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2.5.9 Kultur der neuralen Stammzellen 
Aus hESC und hiPSC abgeleitete neurale Stammzellen (radial glia like (RGL) neural stem cells, 
NSC; hESC-RGL-NPC, hiPSC-RGL-NPC) wurden in RGL-NPC Medium unter dem 
Einfluss von je 20 ng/ml EGF und FGF-2 auf PO/Ln beschichteten Zellkulturschalen 
kultiviert. An einem Tag wurde das Medium gewechselt, am nächsten Tag wurden die 
Faktoren erneut dem Medium zugegeben. Konfluente Zellen wurden mit 0,025 % TE und 
50 % Trypsin Inhibitor (TI, in PBS) in einem Verhältnis von 1:2 passagiert. Konfluente 
Schalen wurden in Einfriermedium eingefroren. 
Zur Ermittlung der Verdopplungszeit wurden definierte Zellzahlen auf mit PO/Ln 
beschichtete Zellkulturschalen ausplattiert und die Zellzahl nach 24, 48, 72 und 96 h erneut 
bestimmt. Die Verdopplungszeit wurde nach folgender Formel ermittelt: 
Verdopplungszeit = (t2-t1)* 
log(2) 
log(q2-q1) 
wobei t=Zeit; q= Zellzahl. 
Zur Ermittlung des Einflusses des SHH-Signalweges auf die Proliferation der RGL-NPC 
wurden diese mit 1 µM SAG bzw. 5 µM Cyclopamin über 2 Passagen unter dem Einfluss von 
EGF und FGF-2 proliferiert. Anschließend wurde der Anteil der Ki67-positiven Zellen 
mittels Immunzytochemie untersucht. 
2.5.10 Differenzierungsprotokolle 
Neurale Differenzierung 
Pluripotente Stammzellen wurden als Embryoidkörper (emryoid bodies, EB) nach dem in 
Abbildung 7 dargestellten Protokoll zu neuralen Linien differenziert. 
	
Abbildung 7: Schematische Darstellung der Generierung der RGL-NPC 	
hESC/hiPSC-Kolonien wurden mit 1 mg/ml Kollagenase-Lösung gelöst und in hPSC 
Medium auf unbeschichteten Petrischalen über Nacht kultiviert, um Einzelzellen und 
überführte γ-MEF zu entfernen. Am folgenden Tag wurden alle nicht-adhärenten Aggregate 
auf nicht-adhäsive Zellkulturschalen überführt und für 7 Tage in hPSC Medium kultiviert, um 
die EB Formierung zu unterstützen. Das Medium wurde alle 2 Tage gewechselt. Anschließend 
wurden die EBs in Medium überführt, das zu gleichen Teilen aus hPSC Medium und EB 
Medium bestand, einen Tag später wurde 10 µM Retinsäure (all-trans retinoic acid, ATRA) 
zugefügt. Einen weiteren Tag später wurde das Medium zu EB-Medium gewechselt, dem 
10 µM ATRA, 1 % B27 mit Vitamin A (B27+), 20 ng/ml EGF und 30 ng/ml Trijod-L-
Thyronin (T3) zugefügt wurden, das Medium wurde täglich erneuert. Nach einer Woche 
wurde dem Medium keine zusätzliche Retinsäure mehr zugefügt, ein Medienwechsel erfolgte 
für 14 Tage jeden zweiten Tag. Für eine weitere Woche wurden die EBs in EB Medium 
kultiviert, dem 1 % B27 ohne Vitamin A (B27-), 20 ng/ml EGF und 30 ng/ml T3 zugesetzt 
wurden, das Medium wurde weiter jeden zweiten Tag gewechselt. Im Anschluss wurden die 
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EBs im zuletzt verwendeten Medium auf mit Matrigel beschichtete Zellkulturschalen 
überführt, am folgenden Tag wurden alle nicht-adhärenten Aggregate mit dem Medienwechsel 
entfernt und die Zellen für eine Woche unter Zusatz von 20 ng/ml FGF-2 kultiviert. Jeden 
zweiten Tag erfolgte ein Medienwechsel, an den übrigen Tagen wurden den Kulturen 
zusätzlich je 20 ng/ml EGF und FGF-2 zugefügt. 
Aus den auswachsenden Zellen wurden RGL-NPC mittels Durchflusszytometrie angereichert 
(siehe 2.5.11). 
Neuronale Differenzierung 
Die neuronale Differenzierung der hESC-RGL-NPC und hiPSC-RGL-NPC erfolgte auf 
matrigelbeschichteten Zellkulturschalen. Die Zellen wurden in RGL-NPC Medium in einer 
Dichte von ca. 105 Zellen/cm2 ausgesät, dem Medium wurden je 20 ng/ml EGF und FGF-2 
zugefügt. Am nächsten Tag wurde das Medium gewechselt, die Wachstumsfaktoren entzogen 
und die Zellen unter dem Einfluss von 20 ng/ml BDNF für 3-6 Wochen differenziert. Alle 2-
3 Tage erfolgte ein Medienwechsel. 
Die gerichtete Differenzierung in neuronale Subtypen erfolgte angelehnt an bereits publizierte 
Differenzierungsparadigmen (Koch et al, 2009). Zur Differenzierung in dopaminerge 
Neurone wurden die Zellen zunächst unter dem Einfluss von 200 ng/ml SHH und 100 ng/ml 
FGF-8b kultiviert und im Anschluss für 3 Wochen neuronal differenziert. Zur Induktion 
motoneuronaler Zellen wurden die RGL-NPC zunächst für 5 Tage unter dem Einfluss von 
1 µM ATRA, 1 µg/ml SHH und B27 unter proliferierenden Bedingungen (je 20 ng/ml 
EGF/FGF-2) kultiviert. Anschließend erfolgte der Entzug der Wachstumsfaktoren und die 
Differenzierung unter dem Einfluss von 1 µg/ml SHH, 0,01 µg/ml ATRA und B27 
Supplement für 6 Tage, bevor die Zellen für 3 Wochen unter Zugabe von 50 ng/ml SHH 
neuronal differenziert wurden. 
Astrogliale Differenzierung 
Für die Differenzierung von Astrozyten wurden die hESC-RGL-NPC bzw. hiPSC-RGL-NPC 
in einer Dichte von 0,9×105 Zellen/cm2 in RGL-NPC Medium mit je 20 ng/ml EGF und 
FGF-2 auf PO/Ln beschichtete Zellkulturschalen überführt. Am nächsten Tag wurde das 
Medium erneuert, die Wachstumsfaktoren entzogen und dem Medium 10 % fetales 
Kälberserum (fetal calf serum, FCS) zugefügt. Das Medium wurde über 10-14 Tage alle 3-4 Tage 
gewechselt. 
Oligodendrogliale Differenzierung 
Die Oligodendrozytendifferenzierung erfolgte auf matrigelbeschichteten Zellkulturschalen 
nach einem in Abbildung 8 dargestellten 3-stufigen Differenzierungsprotokoll. 
 
	
Abbildung 8: Schematische Darstellung des oligodendroglialen Differenzierungsprotokolles 	
Die hESC-RGL-NPC bzw. hiPSC-RGL-NPC wurden in RGL-NPC Medium mit je 
20 ng/ml EGF und FGF-2 in einer Dichte von 105 Zellen/cm2 ausplattiert. Nach 2 Tagen 
wurde das Medium gewechselt und zur Induktion glialer Zellen 10 ng/ml EGF, 10 ng/ml 
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PDGF-AA und 10 µM Forskolin zugefügt. Über 2 Wochen wurde das Medium alle 2-3 Tage 
zur Hälfte erneuert. Im Folgenden wurde dem RGL-NPC Medium zur Unterstützung der 
Proliferation oligodendroglialer Vorläufer für eine Woche 10 ng/ml PDGF-AA, 30 ng/ml T3, 
200 ng/ml Noggin und 200 µM Ascorbinsäure zugesetzt, ein 50 %iger Medienwechsel 
erfolgte wiederum alle 2-3 Tage. In einem letzten Schritt wurde zur Ausreifung der 
oligodendroglialen Zellen das RGL-NPC Medium für mindestens 4 Wochen mit 30 ng/ml 
T3, 200 µM Ascorbinsäure und 1 µg/ml Laminin versetzt und das Medium alle 2-3 Tage zur 
Hälfte gewechselt. 
Zur Untersuchung des Einflusses des SHH-Signalweges auf die oligodendrogliale 
Differenzierung der RGL-NPC wurden diese unter den oben beschriebenen 
Standardbedingungen bzw. unter Zugabe von 1 µM SAG, 5 µM Cyclopamin, 1 mM Jervine 
oder 1 µM CUR61414 zu den Standardmedien differenziert und 4 Wochen terminal ausgereift. 
2.5.11 Durchflusszytometrie 
Alle durchflusszytometrischen Experimente (fluorescence-activated cell sorting, FACS) wurden von 
der Flow Cytometry Core Facility im Institut für Molekulare Medizin und Experimentelle 
Immunologie (IMMEI) der Rheinischen Friedrich-Wilhelms Universität Bonn durchgeführt. 
Zur Anreicherung neuraler Zellen aus plattierten EBs wurden die Zellen mit 0,05 % TE und 
TI abgelöst und trituiert. Die Zellen wurden durch ein 40 µm Zellsieb pipettiert, um eine 
Einzelzellsuspension zu erhalten. Die Zellkonzentration wurde auf 106 Zellen/50 µl in FACS 
Block-Lösung eingestellt und Zellen für 15 min auf Eis geblockt. Im Anschluss wurde APC-
konjugierter anti-CD133-2 Antikörper in einer Verdünnung von 1:20 hinzugefügt, kurz mit 
den Zellen vermischt und für 15 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Ungebundener 
Antikörper wurde durch die Zugabe von 10 ml PBS entfernt, die Zellen durch Zentrifugation 
sedimentiert und in einer Konzentration von 5×106 Zellen/ml in FACS Puffer resuspendiert. 
Unmittelbar vor dem Sortieren wurde 20 µg/ml DNase zu den Zellen gegeben und die 
Zelllösung durch eine 40 µm Nylonmembran pipettiert. Zur Differenzierung zwischen 
lebenden und toten Zellen wurde 500 ng/ml Propidiumiodid eingesetzt. Die Zellen wurden 
mit einem FACS Diva Sortierer durch eine 90 µm Düse sortiert. 
FACS-Block-Lösung 
PBS 
0,1 % BSA 
5 % NGS	
FACS Puffer 
PBS 
0,1 % BSA	
2.5.12 Elektrophysiologie 
Für die elektrophysiologischen Messungen wurden RGL-NPC auf einem Zellrasen aus 
mitotisch inaktivierten primären Mausastrozyten kultiviert. Die RGL-NPC wurden in einer 
Dichte von 35 000 Zellen/cm2 in RGL-NPC-Medium mit je 20 ng/ml EGF und FGF-2 auf 
die Astrozyten gesetzt. Nach einem Tag wurde das Medium zu Electro-Neurobasal Medium 
gewechselt. Die Zellen wurden für 10 Wochen differenziert, das Medium jeden dritten Tag 
zur Hälfte erneuert. Das Elektro-Neurobasal-Medium wurde für mindestens 12 h vor jedem 
Medienwechsel im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2 äquilibriert. 2 h vor den elektro-
physiologischen Messungen wurde das Medium komplett ausgetauscht. 
Die elektrophysiologischen Messungen wurden von Dr. Jaideep Cherakka Kesavan, Institut 
für Rekonstruktive Neurobiologie, Rheinische Friedrich-Wilhelms Universität Bonn, durchge-
führt. Alle Messungen wurden mit pClamp Software (Version 10, Molecular Devices) bei RT 
in Messlösung aufgenommen. Die Pipettenelektroden wurden vertikal gezogen und an-
schließend im Feuer poliert (finaler Spitzenwiderstand: 2-4 MΩ). Die Patchpipette war mit 
Pipettenlösung gefüllt. Die Signale wurden bei 1 oder 10 kHz gefiltert und in einer Frequenz 
von 10 oder 25 kHz aufgenommen. Die vermessenen Neurone wurden mit 0,25 % Biozytin in 
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der Pipettenlösung markiert. Nach Beendigung der Messung wurden die Zellen mit 4 % 
Formaldehydlösung fixiert und immunzytochemisch angefärbt. 
Messlösung 
140 mM NaCl 
5 mM KCl 
2 mM CaCl2 
1 mM MgCl2 
10 mM HEPES 
25 mM D-Glukose 
pH 7,2; 310–320 mOsm/kg	
Pipettenlösung 
120 mM Kaliumglukonat (C6H11O7K) 
20 mM KCl 
10 mM NaCl 
10 mM EGTA 
1 mM CaCl2 
4 mM Mg-ATP 
0,4 mM Na-GTP 
10 mM HEPES 
pH 7,2; 280–290 mOsm/kg	
2.6 Molekularbiologie 
2.6.1 Puffer und Lösungen 
4% Formaldehydlösung 
4% Paraformaldehyd wurde zusammen mit 3-4 
Natriumhydroxidplättchen in 500 ml PBS auf einem 
Magnetrührer gelöst. Der pH-Wert wurde auf 7,4 
(Zellfixation) bzw. 7,6 (Tierperfusion) mit HCl 
eingestellt, die Lösung durch Filterpapier filtriert und 
bei -20 °C gelagert.	
PBS/Azid 
0,1 % Natriumazid wurde in PBS gelöst und bei RT 
gelagert.	
2.6.2 Immunzytochemie 
Für immunzytochemische Analysen wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 4 % 
Formaldehyd für 15 min bei RT fixiert. Zur Detektion von gamma-Aminobuttersäure 
(GABA) wurde dem Fixativ 0,05 % Glutaraldehyd zugesetzt. Zwischen allen Inkubations-
schritten wurden die Zellen dreimal für je 10 min mit PBS gewaschen. Falls notwendig 
wurden Zellmembranen bei RT für 20 min permeabilisiert. Unspezifische Bindungsstellen 
wurden für 20 min bei RT mit ICC Blocklösung abgesättigt. Falls die Immundetektion mit 
Biotin/Streptavidin verstärkt werden sollte, wurde endogenes Biotin bei RT für 15 min mit 
5 % Milchpulver in ICC Blocklösung gesättigt. Der Primärantikörper wurde in ICC 
Blocklösung verdünnt und für mindestens 2 h bis ü.N. bei RT inkubiert. Der Sekundär-
antikörper bzw. mit Biotin/Streptavidin gekoppelte Antikörper wurde ebenfalls in ICC Block-
lösung für (je) 1 h bei RT inkubiert. Zellkerne wurden für 1 min mit DAPI (1:10 000 in PBS) 
angefärbt und Zellen mit VectaShield unter Deckgläschen eingedeckelt. 
Permeabilisierungslösung 
0,1 % Triton X-100 in PBS/Azid	 ICC Blocklösung 5 % NGS in PBS/Azid	
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2.6.3 Immunhistochemie 
Alle Inkubationsschritte wurden bei RT in einer Feuchtkammer durchgeführt. 
Die gefrorenen Hirnschnitte wurden bei RT aufgetaut und für 10 min in PBS rehydriert. Die 
Schnitte wurden für 45 min in IHC-Blocklösung inkubiert, anschließend wurde endogenes 
Biotin für weitere 15 min mit Biotin-Blocklösung abgesättigt und die Schnitte kurz mit PBS 
gespült. Die Primärantikörper wurden in IHC-Blocklösung verdünnt und ü.N. inkubiert. Nach 
drei Waschschritten mit PBS für jeweils 10 min wurde der Biotin-konjugierte Antikörper in 
PBS verdünnt für 2 h inkubiert. Die Schnitte wurden dreifach für 10 min mit PBS gewaschen 
und die entsprechenden Sekundärantikörper in PBS verdünnt für 2 h inkubiert. Die Zellkerne 
wurden für 10 min mit DAPI (1:10 000 in PBS) angefärbt, die Schnitte ü.N. in PBS mit 0,1 % 
Triton X-100 gewaschen und mit VectaShield unter einem Deckgläschen eingedeckelt. 
IHC-Blocklösung 
0,5 % Triton X-100 
3 % NHS 
1 % NGS 
in PBS (ohne Azid) 
Biotin-Blocklösung 
5 % Milchpulver in IHC-Blocklösung 
2.6.4 Isolation von RNA 
Im Vorfeld der RNA-Isolation wurden die Zellen 1× mit PBS gewaschen, in PBS mit einem 
Zellschaber von den Zellkulturschalen gelöst und mittels Zentrifugation sedimentiert. Die 
Zellen wurden entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -80 °C eingefroren. 
Gesamt-RNA 
Die Gesamt-RNA der Zellen wurde mittels RNeasy Mini Kit gemäß Herstellerangaben 
isoliert. 40 µl RNA-Lösung wurden mit je 5 µl DNAse Puffer und DNAse versetzt und für 
15 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 5 µl 25 mM EDTA wurde die DNAse für 10 min 
bei 65 °C unter leichter Rotation inaktiviert.  
MicroRNA 
MicroRNA-Proben wurden mittels TriFast™ aus proliferierenden NSC oder aus Zellen 
während der Oligodendrozytendifferenzierung isoliert. Das Zellpellet wurde in 1 ml TriFast™ 
resuspendiert und durch Pipettieren homogenisiert. Nach 5 min Inkubation bei RT wurden 
200 µl Chloroform zugefügt, die Probe für 15 s wiederholt invertiert und für 15 min bei RT 
inkubiert. Zellreste wurde für 5 min bei 12 000 × g und 4 °C abzentrifugiert, die in der oberen, 
wässrigen Phase befindliche RNA in ein separates Reaktionsgefäß überführt und mit 500 µl 
Isopropanol versetzt. Nach kurzem Invertieren wurden die Proben für 1 h auf Eis inkubiert. 
Die RNA wurde für 10 min bei 12 000 × g und 4 °C sedimentiert, das Pellet 2× mit je 700 µl 
eiskaltem Ethanol gewaschen, für 8 min bei 7 500 × g und 4 °C sedimentiert und an der Luft 
getrocknet. Abschließend wurde die RNA in 80 µl DEPC-behandeltem Wasser resuspendiert. 
Verunreinigungen mit DNA wurden durch einen Verdau mit DNase beseitigt. Zu diesem 
Zweck wurden der RNA Lösung je 10 µl Dnase Puffer und Dnase zugefügt und für 15 min 
bei RT inkubiert. Die DNase wurde nach Zugabe von 10 µl 25 mM EDTA für 10 min bei 
65 °C inaktiviert. 
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2.6.5 Reverse-Transkriptase Polymerase Kettenreaktion 
Die cDNA-Synthese erfolgte mittels iScript cDNA Synthesis Kit nach Herstellerangaben. Die 
Konzentration der cDNA wurde am Nanodrop gemessen und angeglichen. 
Alle Polymerase Kettenreaktionen (polymerase chain reaction, PCR) wurden in einem T3 
Thermocycler mit der GoTaq® Flexi DNA Polymerase nach Herstellerangaben durchgeführt, 
die Hybridisierungstemperaturen für jedes Oligonukleotidpaar ermittelt. Alle Proben wurden 
anhand der GAPDH-Expression normiert. Als Positivkontrolle diente cDNA, die aus 
humaner fetaler Hirn-RNA bzw. humaner fetaler Rückenmarks-RNA synthetisiert wurde. 
Die Zusammensetzung der Reaktionsansätze war wie folgt: 
Reaktionsansatz 
1× Green GoTaq® Flexi Puffer 
1,5 mM MgCl2 
0,4 mM dNTPs 
8,0 µM Oligonukleotide 
1,25 U GoTaq® DNA Polymerase 
6 ng cDNA 
H2O ad 25 µl	
95 °C 2 min   
95 °C 30 s  30-36 
Zyklen X °C 30 s  72 °C 30 s  
72 °C 10 min   
4 °C ∞   
	
Zur Darstellung der PCR-Proben wurde die DNA über ein 1,5 % (in 1× TAE-Puffer + 
1 ng/ml Ethidiumbromid) Agarosegel separiert und unter UV-Licht dokumentiert. Zur 
Größenkontrolle wurde eine 100 bp DNA-Leiter verwendet. 
50× Tris-Acetat EDTA (TAE)-Puffer 
2 M Tris 
50 mM EDTA 
1 M Eisessig 
 
2.6.6 Quantitative Echtzeit-PCR 
Alle Reaktionen der quantitativen Echtzeit-PCR (qPCR) wurden in Triplikaten in einem 
BioRad iCycler mit zugehöriger Software durchgeführt. Die Spezifität der Oligonukleotide 
wurde mittels Schmelzkurve überprüft und das PCR-Produkt zusätzlich über ein Agarosegel 
(mRNA: 1,5 %; microRNA: 2 % in 1× TAE-Puffer + 1 ng/ml Ethidiumbromid) sichtbar 
gemacht. Zu diesem Zweck wurden die PCR-Proben mit 10× DNA-Probenpuffer versetzt. 
Zur Größenkontrolle wurde eine 100 bp DNA-Leiter verwendet. 
Die Analyse der qPCR erfolgte über die ΔΔCt-Methode, alle Proben wurden auf die 
Expression der 18S rRNA normiert. 
50× Tris-Acetat EDTA (TAE)-Puffer 
2 M Tris 
50 mM EDTA 
1 M Eisessig 
 
Der 50×-Puffer wurde mit Wasser auf 
Einfachkonzentration verdünnt.	
10x Agarosegel Probenpuffer 
250 mg Bromphenol Blau 
250 mg Xylen Cyanol 
in 33 ml 150 mM Tris pH 7,6 lösen 
60 ml Glycerol zufügen 
7 ml H2O zufügen 
bei RT lagern	
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mRNA 
Die Gesamt-RNA-Proben wurden wie in 2.6.4 beschrieben aus Zellen isoliert und mit DNase 
verdaut. Die cDNA-Synthese erfolgte mittels iScript cDNA Synthesis Kit nach Hersteller-
angaben. Die Konzentration der cDNA wurde am Nanodrop gemessen und angeglichen. 
Die Fluoreszenz wurde in Echtzeit über die Interkalation von SYBR® Green in die neu-
synthetisierte DNA gemessen, zur Kalibrierung wurde Fluorescein eingesetzt.  
Reaktionsansatz und Zyklenbedingungen waren wie folgt: 
Reaktionsansatz 
1× PCR Puffer ohne MgCl2 
3mM MgCl2 
200 µM dNTPs 
0,75 U Taq DNA Polymerase 
je 90 nM der Oligonukleotide 
0,75× SYBR® Green 
10 nM Fluorescein 
H2O ad 25 µl	
95 °C 3 min   
94 °C 20 s  40 
Zyklen 60 °C 20 s  72 °C 50 s  
95 °C 1 min   
55 °C 1 min   
55-95 °C 0,5 °C/10 s   
4 °C ∞   
	
microRNA 
Die microRNA-enthaltenden RNA-Proben wurden wie in 2.6.4 beschrieben isoliert und mit 
DNase verdaut. Die Synthese der cDNA erfolgte mittels miScript II Reverse Transcription 
Kit unter Verwendung des miScript HiFlex Puffers zur Synthese von cDNA aus mRNA und 
microRNA laut Herstellerangaben. Die Konzentration der cDNA wurde am Nanodrop 
vermessen und auf 25 ng/µl eingestellt. 
Die qPCR erfolgte unter Verwendung des miScript SYBR® Green PCR Kits laut 
Herstellerangaben. Die Reaktionen wurden im 96-Well Maßstab in einem Gesamtvolumen 
von 20 µl durchgeführt. Als microRNA-spezifischer Primer wurde die Sequenz der jeweiligen 
reifen microRNA synthetisiert.  
Reaktionsansätze und Zyklenbedingungen waren wie folgt: 
Reaktionsansatz: 
1× QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 
1× miScript Universal Primer 
0,23 µM microRNA spezifischer Primer 
50 ng cDNA 
H2O ad 20 µl	
95 °C 15 min   
94 °C 15 s  40 
Zyklen 55 °C 30 s  70 °C 35 s  
95 °C 1 min   
55 °C 1 min   
55-95 °C 0,5 °C/10 s   
4 °C ∞   
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2.6.7 Genomweite Expressionsanalyse 
Die Gesamt-RNA-Proben wurden wie in 2.6.4 beschrieben präpariert. Das 
Genexpressionsprofil wurde von Dr. Michael Alexander aus der Abteilung Genomics des 
Life & Brain Zentrums in Bonn erstellt. Zur Qualitätssicherung wurden die RNA-Proben 
zunächst in einem BioAnalyzer 2100 auf einem RNA 6000 Nano Lab Chip auf Degradation 
hin untersucht. Anschließend erfolgte die RNA-Amplifikation und Biotin-UTP Markierung 
mittels Illumina®TotalPrep™RNA Amplification Kit. Die Proben wurden auf einen Illumina 
human HT-12 Expression BeadChip v3 hybridisiert und die Fluoreszenz mittels Illumina 
iScan Detektor detektiert. Die Datenanalyse erfolgte mittels Illumina BeadStudio und Illumina 
GenomeStudio. 
2.7 Tiere, Transplantationen und Gewebeprozessierung 
Alle Tierversuche wurden nach den Richtlinien der Rheinischen Friedrich-Wilhelms 
Universität Bonn sowie des Tierschutzgesetzes des Landes Nordrhein Westfalen 
durchgeführt. Die durchgeführten Tierversuche sind im Tierversuchsantrag „Transplantation 
humaner ES- und iPS-Zell-abgeleiteter glialer Vorläuferzellen in das Nervensystem von 
Labornagetieren (Humane remyelinisierende ZNS Transplantation)“ vom Landesamt für 
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz unter dem Aktenzeichen 87-51.04.2010.A023 
genehmigt. Die Tierhaltung und –pflege erfolgte nach Standards des Hauses für 
Experimentelle Therapie (HET) des Universitätsklinikums Bonn. 
2.7.1 Generierung immundefizienter Shiverer-Mäuse 
Myelin- und immundefiziente Mäuse (Shiverer, Genotyp shi/shi × rag2-/-) wurden durch die 
Kreuzung von Shiverer-Mäusen (C3Fe.SWV-Mbpshi/J) mit homozygoten rag2-/- 
immundefizienten Mäusen (Shinkai et al, 1992; Windrem et al, 2008) generiert. 
Genotypisierung der Shiverer-Mäuse 
Der transgene Shiverer Phänotyp wurde durch PCR gemäß den Anleitungen von Jackson 
Laboratory bestimmt. 
Die genomische DNA der Tiere wurde aus Schwanzspitzen unter Verwendung des 
REDExtract-N-AmpTM Tissue PCR Kits isoliert. Je 2 µl der DNA Lösung wurde als Vorlage 
für die PCR genutzt, in der mittels Taq DNA Polymerase und zwei Paaren von 
Oligonukleotiden zum einen ein endogenes Kontroll-Produkt von 200 bp Größe 
(IMR0015/0016) als auch ein DNA Fragment der Mutation von 308 bp Größe 
(IMR0968/0969) amplifiziert werden konnten.  
IMR0015: 5´-CAAATGTTGCTTGTCTGGTG-3´ 
IMR0016: 5´-GTCAGTCGAGTGCAC-AGTTT-3´ 
IMR0968: 5´-ACCGTCCTGAG-ACCATTGTC-3´ 
IMR0969: 5-GTGCTTATCTAGTGTATGCCTGTG-3´ 
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Die Reaktionskomponenten und Zyklenkonditionen der Shiverer PCR waren wie folgt: 
Reaktionsansatz: 
0,8× PCR Puffer 
2 mM MgCl2 
0,2 mM dNTPs 
0,667 µM IMR0015 
0,667 µM IMR0016 
1 µM IMR0968 
1 µM IMR0969 
0,025 U/µl Taq DNA Polymerase 
H2O ad 12 µl	
94 °C 3 min   
94 °C 30 s  
35 Zyklen 60 °C 1 min  
72 °C 1 min  
72 °C 2 min   
4 °C ∞   
	
Die PCR Produkte wurden mit 10× Agarosegel Probenpuffer versetzt und in einem 1,5 %igen 
Agarosegel (in 1× TAE Puffer + 1 ng/ml Ethidiumbromid) mittels Gelelektrophorese 
aufgetrennt. Zur Größenkontrolle wurde eine 100 bp DNA-Leiter verwendet. Proben von 
Wildtyp-(WT) Tieren zeigten lediglich das 200 bp große Kontrollfragment, wohingegen 
Proben von Tieren, welche die Shiverer Mutation homo- oder heterozygot trugen, zusätzlich 
das 308 bp große Mutationsfragment aufwiesen. Homozygote Tiere wurden phänotypisch 
identifiziert. 
50× Tris-Acetat EDTA (TAE) Puffer 
2 M Tris 
50 mM EDTA 
1 M Eisessig 
 
Arbeitskonzentration: 1× Verdünnung in H2O 
10x Agarosegel Probenpuffer 
250 mg Bromphenol Blau 
250 mg Xylen Cyanol 
in 33 ml 150 mM Tris pH 7,6 lösen 
60 ml Glycerol zufügen 
7 ml H2O zufügen 
bei RT lagern 
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Identifikation homozygoter rag2-/- Mäuse 
Immundefiziente rag2-/- Shiverer-Mäuse wurden mittels FACS Analyse identifiziert: in 
Blutproben wurden die B-Zellen über einen anti-CD19 Antikörper markiert, immundefiziente 
Tiere wurden durch das Fehlen von CD19-positiven Zellen bestimmt. Als Positivkontrolle für 
B-Zellen dienten WT-Tiere. Rag2-/- Mäuse wurden als Kontrollen für immundefiziente Tiere 
eingesetzt. 
Die Blutproben (50-100 µl) wurden mit 500 µl FACS Puffer gemischt und die Blutzellen 
sedimentiert (Tischzentrifuge, 5 min, 300 × g). Die Erythrozyten wurden in 500 µl Lysispuffer 
für 15 min bei RT lysiert. Nach Zugabe von 500 µl FACS Puffer wurden die verbliebenen 
Blutzellkomponenten durch Zentrifugation sedimentiert (5 min, 300 × g). Der PE-konjugierte 
anti-CD19 Antikörper wurde 1:150 in FACS Puffer verdünnt, das Zellpellet in dieser 
Färbelösung resuspendiert und für 15 min bei RT inkubiert. Ungebunder Antikörper wurde 
durch die Zugabe von 1 ml FACS Puffer entfernt, die Zellen mittels Zentrifugation 
gesammelt und in 1 ml FACS Puffer resuspendiert. Nach Filtration durch eine 40 µm 
Nylonmembran wurden die Zellen am FACS Calibur Durchflusszytometer analysiert. 
FACS-Puffer 
1 % FCS 
2 mM EDTA in PBS	 Lysispuffer 9 Teile 0,83 % NH4Cl 1 Teil 0,17 M Tris-HCl pH 7,65 
steril filtriert	
2.7.2 Transplantation und Gewebeaufarbeitung 
Proliferierende RGL-NPC wurden mittels TE/TI von den Schalen gelöst und in PBS mit 
0,1 % BSA auf 150 000 Zellen/µl konzentriert. Immundefiziente Shiverer-Mäuse wurden 
einen Tag nach der Geburt durch kurze Hypothermie auf Eis anästhesiert. Je 1 µl der 
Zellsuspension wurde mit einer gezogenen Glaskapillare in jede der beiden Hemispheren 
transplantiert (300 000 Zellen pro Tier). Die transplantierten Tiere wurden bis zum 
vollständigen Erwachen bei 37 °C beobachtet und anschließend zum Muttertier zurückgesetzt. 
Im Alter von 3 Wochen wurden die Tiere abgesetzt und regelmäßig kontrolliert. Bei Erreichen 
eines kritischen Zustandes (langanhaltende Krämpfe, mangelhafte Nahrungsaufnahme, 
schlechter Allgemeinzustand, in der Regel 3 Monate nach Transplantation) wurden die Mäuse 
durch eine intraperitoneale Injektion von 0,9 mg Ketanest und 0,18 mg Rompun je 10 g 
Körpergewicht anästhesiert und mit 40 ml PBS gefolgt von 45 ml 4 % Formaldehydlösung 
transkardial perfundiert. Die Gehirne wurden entnommen, ü.N. in 4 % Formaldehydlösung 
postfixiert und anschließend bis zum Absinken bei 4 °C in 30 % Saccharoselösung inkubiert. 
Die kryoprotektierten Gehirne wurden in Tissue-Tek® eingebettet und bei -80 °C 
eingefroren. 20 µm Schnitte wurden mittels Immunhistochemie analysiert. 
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3 Ergebnisse 
Alle bislang publizierten Protokolle zur Generierung humaner oligodendroglialer Zellen haben 
die direkte Differenzierung pluripotenter Stammzellen (pluripotent stem cells, PSC) über lange 
Zeiträume in Oligodendrozyten und deren Vorläuferzellen beschrieben (Douvaras et al, 2014; 
Hu et al, 2009b; Izrael et al, 2007; Piao et al, 2015; Wang et al, 2013b). Dabei wurde kein 
stabiler, intermediärer Zelltyp generiert, der eine effiziente und robuste oligodendrogliale 
Differenzierung ermöglicht und dabei gleichzeitig leicht kultivierbar und kryokonservierbar ist. 
In der vorliegenden Arbeit sollte daher eine neurale Vorläuferzellpopulation (neural precursor 
cells, NPC) aus humanen pluripotenten Stammzellen generiert werden, die im Gegensatz zu 
den bislang publizierten NSC Populationen neben der Differenzierung humaner Neurone eine 
effiziente Generierung humaner Gliazellen, insbesondere der Oligodendrozyten, ermöglicht. 
Um dieses Ziel zu erreichen, wurden in der vorliegenden Arbeit sowohl humane embryonale 
Stammzellen (embryonic stem cells, ESC) als auch humane induziert pluripotente Stammzellen 
(induced pluripotent stem cells, iPSC) als Quelle pluripotenter Stammzellen genutzt. Die humanen 
iPSC wurden im Vorfeld dieser Arbeit in der Arbeitsgruppe von Dr. Michael Peitz aus adulten 
humanen Fibroblasten durch lentivirale Überexpression der Transkriptionsfaktoren SOX2, 
OCT3/4, c-MYC und KLF4 in einen pluripotenten Zustand reprogrammiert und validiert; die 
genutzten hiPSC-Kulturen wiesen Pluripotenz in vitro und in vivo, einen intakten Karyotyp und 
eine Inaktivierung der eingefügten Transgene auf. Die Kultur der Zellen erfolgte adhärent auf 
einem Zellrasen aus mitotisch inaktivierten, primären murinen Fibroblasten. 
Das neurale Differenzierungsprotokoll wurde zunächst an humanen ESC etabliert und im 
Rahmen der Diplomarbeit von Julia Fischer auf humane iPSC übertragen. 
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3.1 CD133-positive neurale Vorläuferzellen aus humanen pluripotenten 
Stammzellen 
Zur Differenzierung pluripotenter Stammzellen in neurale Zelltypen (Abbildung 9) wurde das 
von Izrael et al. publizierte Protokoll zur Differenzierung humaner Oligodendrozyten aus 
humanen ESC modifiziert (Izrael et al, 2007). Undifferenzierte Kulturen mit scharf begrenz-
ten Zellkolonien (9A) wurden mit Kollagenase von den umgebenden murinen Fibroblasten 
gelöst und über Nacht auf unbeschichteten Zellkulturschalen kultiviert, um Fibroblasten und 
Einzelzellen zu entfernen. Am nächsten Tag wurden alle nicht-adhärenten Zellaggregate in 
hPSC-Medium auf unbeschichtete Petrischalen überführt und 5-7 Tage bis zur Bildung 
robuster Embryoidkörper (embryoid bodies, EB) kultiviert. Zur Induktion der Differenzierung 
wurden die EBs fortan ohne β-Mercaptoethanol und den Wachstumsfaktor fibroblast growth 
factor 2 (FGF-2) in einem Medium basierend auf RGL-NPC-Medium mit epidermal growth factor 
(EGF), Trijod-L-thyronin (T3) und B27 kultiviert. Die Medienbedingungen wurden so 
gewählt, dass Zellen neuraler und insbesondere glialer Linien bevorzugt induziert, Zellen 
anderer Keimblätter hingegen nicht inhibiert wurden. Zur Induktion neuraler Zellen wurde 
das Medium zunächst für eine Woche mit einer hohen Konzentration Retinsäure (all-trans 
retinoic acid, ATRA, 10 µM) versetzt (9B). Anschließend wurde die Konzentration der 
Retinsäure für 2 Wochen herabgesetzt (Zugabe von B27 mit Vitamin A, 9C) und die Zellen 
nachfolgend für eine weitere Woche ohne Retinsäure (B27 ohne Vitamin A, 9D) kultiviert. 
Die differenzierten EBs wurden schließlich auf mit Matrigel beschichteten Zellkulturschalen 
plattiert und unter dem Einfluss von EGF, FGF-2 und T3 kultiviert, um die Proliferation der 
auswachsenden Zellen zu stimulieren. Die aus den plattierten EBs herauswachsenden Zellen 
bildeten eine sichtbar heterogene Kultur unterschiedlicher Zelltypen. Zwischen Bereichen 
flacher Zellen konnten neben ausdifferenzierten Neuronen Zellen mit bipolarer, neuraler 
Morphologie beobachtet werden (9E). Diese neuralen Zellen wurden nach 7-10 Tagen Kultur 
auf Matrigel mittels Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS) angereichert. 
Zu diesem Zweck wurde ein Antikörper gegen CD133 eingesetzt, der bereits erfolgreich die 
Isolierung von Stammzellen des humanen Zentralnervensystems ermöglichte (Uchida et al, 
2000). Aus den heterogenen Kulturen wurden nachfolgend hochgradig CD133 positive Zellen 
(9F) isoliert, welche 15-20 % der initialen Populationen ausmachten. Diese Zellen wurden 
adhärent als Einzelzellschicht auf Poly-L-Ornithin/Laminin (PO/Ln) beschichteten 
Zellkulturschalen kultiviert und bildeten unter dem Einfluss von EGF und FGF-2 eine 
homogene, stabil proliferierende, CD133 positive Zellpopulation (9G+H). Da die Dichte der 
Zellpopulation als ausschlaggebend für ein robustes Proliferationsverhalten beobachtet wurde, 
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wurden die Zellen erst bei Erreichen einer 100 %igen Konfluenz in einem Verhältnis von 1:2 
mit Trypsin/EDTA (TE) und Trypsin Inhibitor (TI) passagiert. Im Folgenden werden diese 
Zellen als radial glia like (RGL) neurale Vorläuferzellen (RGL-NPC) bezeichnet. 
		
Abbildung 9: Generierung humaner neuraler Vorläuferzellen aus pluripotenten Stammzellen 
Zur Generierung humaner neuraler Vorläuferzellpopulationen wurden pluripotente Stammzellen (human 
pluripotent stem cells, hPSC, A) über ein dreistufiges Embryoidkörper- (embryoid body, EB) Protokoll unter dem 
Einfluss von EGF und T3 differenziert. Für eine Woche erfolgte die Induktion neuraler Zelltypen in Gegenwart 
hoher Konzentrationen von Retinsäure (all trans retinoic acid, ATRA und B27 + Vitamin A, B), worauf eine 
zweiwöchige Kultivierung unter geringer Retinsäurekonzentration folgte (B27 + Vitamin A, C). Nach einer 
weiteren Woche ohne Zugabe von Retinsäure (B27 - Vitamin A, D) wurden die EBs auf mit Matrigel 
beschichteten Zellkulturschalen plattiert. Aus den auswachsenden heterogenen Kulturen (E) wurden neurale 
Vorläuferzellen (Pfeil) mittels Durchflusszytometrie über den neuralen Stammzellmarker CD133 angereichert 
(F). Diese Zellen wurden unter dem Einfluss von EGF und FGF-2 als CD133-positive, homogene Populationen 
proliferiert (G+H). Maßstab: 50 µm. 
3.2 Charakterisierung der RGL-NPC 
Die humanen ESC- und iPSC-RGL-NPC wurden unter proneuralen Bedingungen generiert 
und über einen Antikörper gegen den neuralen Stammzellmarker CD133 mittels FACS 
angereichert. Im Folgenden sollten die Kulturen auf die Expression von Pluripotenzmarkern, 
die Fähigkeit zur Bildung von Neurosphären, ihr Expressionsprofil neuraler Stammzellmarker 
und ihre regionale Identität hin näher untersucht werden. Weiterhin wurde getestet, ob das 
neurale Differenzierungsprotokoll zelllinienunabhängig auf weitere humane ESC-Linien 
übertragen werden konnte. Zum Vergleich wurde im Hinblick auf die Expression neuraler 
Stammzellmarker und regionaler Transkriptionsfaktoren eine bereits publizierte und gut 
charakterisierte NSC Population (long-term neural epithelial-like stem cells, lt-NES Zellen, (Koch et 
al, 2009)) herangezogen. 
Im Zuge der Differenzierung wird in pluripotenten Stammzellen die Transkription von 
Pluripotenzgenen wie Octamer (Oct) 3/4, Nanog und Rex1 (Zinkfingerprotein (ZFP) 42) zugunsten 
der Expression von Markern weiter eingeschränkter, multipotenter Stammzellen oder 
differenzierter Zellen herunterreguliert. Auf Transkriptebene (Abbildung 10A) konnte mittels 
Ergebnisse 
48	
reverser Transkriptase (RT)-Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR; RT-
PCR) gezeigt werden, dass die RGL-NPC im Gegensatz zu den ihnen zugrundeliegenden 
pluripotenten Stammzellen die Expression des Pluripotenzmarkers REX1 vollständig und des 
Pluripotenzmarkers OCT3/4 zu großen Teilen verloren haben. Die Expression von Nanog war 
in den hESC-RGL-NPC gar nicht und in den hiPSC-RGL-NPC nur noch sehr schwach 
nachzuweisen. Dies beschreibt den Verlust der Pluripotenz der Zellen im Zuge der neuralen 
Differenzierung. Auch auf Proteinebene war im Gegensatz zu den pluripotenten Stammzell-
kolonien in den RGL-NPC keine Expression von OCT4 mehr detektierbar, womit eine 
Kontamination der RGL-NPC-Populationen mit verbliebenen pluripotenten Stammzellen 
ausgeschlossen werden konnte (10B). 
		
Abbildung 10: Verlust der Expression von Pluripotenzmarkern während der neuralen 
Differenzierung 
RGL-NPC exprimieren auf Transkriptebene (A) im Gegensatz zu den ihnen zugrundeliegenden pluripotenten 
Stammzellen kein REX1 und nur geringe Mengen an OCT3/4. Nanog konnte in den hESC-RGL-NPC gar nicht, 
in den hiPSC-RGL-NPC nur sehr schwach nachgewiesen werden. Auf Proteinebene (B) konnte keine 
Expression von OCT4 in den RGL-NPC detektiert werden. Maßstab: 100 µm. 
Um die Fähigkeit der RGL-NPC auf Sphärenbildung, beschrieben als eine Fähigkeit neuraler 
Stammzellen (Reynolds & Weiss, 1992), zu testen, wurden proliferierende Zellen mit TE/TI 
abgelöst und auf unbeschichtete Petrischalen passagiert. Nach vier Tagen unter dem Einfluss 
von EGF und FGF-2 konnte die Bildung von Neurosphären beobachtet werden 
(Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Neurosphärenassay 
RGL-NPC wurden mit Trypsin/EDTA und Trypsin Inhibitor von den Zellkulturschalen abgelöst und unter dem 
Einfluss von EGF und FGF-2 auf unbeschichtete Petrischalen passagiert. Nach 4 Tagen konnte die Bildung von 
Sphären beobachtet werden. 
3.2.1 RGL-NPC exprimieren Marker neuraler Stammzellen und Radialglia 
Um die neurale Identität der RGL-NPC zu bestätigen, wurde das Expressionsprofil der Zellen 
mittels RT-PCR und Immunzytochemie untersucht. Dabei wurde die Genexpression der 
RGL-NPC mit derer von aus hESC gewonnenen lt-NES Zellen (lt-hESNSC) verglichen. 
Zusätzlich dazu wurden in einer genomweiten Expressionsanalyse zwei humane ESC-RGL-
NPC-Linien (I3; H9.2) und eine iPSC-RGL-NPC-Linie untersucht (Abbildung 12). Diese 
Analyse wurde von Dr. Michael Alexander aus der Abteilung Genomics des Life & Brain 
Zentrums in Bonn erstellt. Die Fluoreszenzintensitäten wurden hintergrundbereinigt und die 
Daten der durchgeführten Triplikate gemittelt. 
Die immunzytochemische Analyse der Proteinexpression der humanen ESC- und iPSC-RGL-
NPC (12A+B, Fluoreszenzbilder in B zum Teil aus der Diplomarbeit von Julia Fischer) 
konnte zeigen, dass die RGL-NPC beider pluripotenter Stammzellquellen neben CD133 
weitere typische neurale Stammzellmarker wie Nestin, sex-determining region Y-related HMG box 
(SOX) 2, SOX9 und Musashi exprimieren. Darüber hinaus konnte eine Expression von 
charakteristischen Markern radiärer Gliazellen, darunter Vimentin, brain lipid binding protein 
(BLBP) und 3CB2, ein radialgliazellspezifisches Epitop von Vimentin (Nakamura et al, 2008), 
beobachtet werden.  
Auf Transkriptebene konnten diese Ergebnisse bestätigt werden (12C). Zusätzlich zeigte sich, 
dass die RGL-NPC weitere Marker neuraler Stamzellen wie achaete-scute complex homolog 
(ASCL) 1, paired box (PAX) 6 und den EGF-Rezeptor (EGFR) exprimieren. Auch die 
Expression der Radialgliazell-Marker Vimentin (VIM) und BLBP konnte bestätigt werden. 
Weiterhin konnten Transkripte für glial high affinity glutamate transporter (GLAST) und glial 
fibrillary acidic protein (GFAP), ebenfalls Marker von Radialglia, nachgewiesen werden. 
Interessanterweise zeigte sich, dass in den RGL-NPC der PDGF Rezeptor α (platelet-derived 
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growth factor, PDGFRα), ein Marker früher Oligodendrozytenvorläuferzellen und Radialglia, 
exprimiert wird. 
Im Vergleich zu den lt-hESNSC zeigten sich deutliche Unterschiede. So konnte in diesen 
Zellen im Vergleich zu den RGL-NPC keine Expression der Marker von Radialglia GLAST, 
GFAP sowie PDGFRα detektiert werden. Dies weist darauf hin, dass RGL-NPC im 
Gegensatz zu den lt-hESNSC eine hohe Ähnlichkeit zu Radialglia zeigen. 
		
Abbildung 12: Expressionsprofil der RGL-NPC auf Protein- und Transkriptebene 
Zur Bestimmung des Expressionsprofils der RGL-NPC wurden proliferierende Zellen auf Protein- (A + B) und 
Transkriptebene (C) untersucht und mittels RT-PCR mit einer etablierten NSC-Population verglichen (lt-
hESNSC, (Koch et al, 2009)). Eine vergleichende gesamtgenomische Expressionsanalyse (D) belegt die 
Ähnlichkeit sowohl zweier hESC-abgeleiteter NPC-Linien untereinander als auch im Vergleich zu einer hiPSC-
abgeleiteten NPC-Linie. Maßstab: 50 µm. 
In einer genomweiten Expressionsanalyse wurden Proben einer humanen iPSC-RGL-NPC- 
und zweier ESC-RGL-NPC- Linien (H9.2 und I3) untersucht (Abbildung 12D). Der 
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Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensitäten der untersuchten Transkripte bestätigte die 
Ergebnisse der konventionellen RT-PCR und zeigte, dass keine der getesteten Linien die 
Pluripotenzgene OCT3/4, Nanog und REX1 exprimiert. Darüber hinaus wurden Transkripte 
der neuralen Stammzell-Marker CD133, Nestin (NES), ASCL1, SOX2 und SOX9 sowie der 
Radialgliamarker PDGFRα, BLBP, GLAST und VIM nachgewiesen. Dabei fällt die hohe 
Intensität der Expression der Radialgliamarker BLBP, GLAST und VIM auf. Der Vergleich 
der mittleren Fluoreszenzintensitäten zeigte weiterhin, dass sowohl die beiden untersuchten 
ESC-RGL-NPC-Linien untereinander als auch im Vergleich mit der getesteten iPSC-Linie 
eine sehr hohe Ähnlichkeit aufwiesen. 
Um weiterführend zu überprüfen, ob das neurale Differenzierungsprotokoll robust auf andere 
Zelllinien übertragen werden kann, wurden RGL-NPCs aus zusätzlichen humanen ESC-
Linien (I3, I6) generiert und charakterisiert (Abbildung 13). Auch in Zellen dieser Linien 
konnte mittels Immunzytochemie die Expression von CD133, Nestin, SOX2, Musashi, 
SOX9, BLBP und Vimentin auf Proteinebene detektiert werden. Auf Transkriptebene 
bestätigte sich das Expressionsprofil der zuvor untersuchten hESC- und hiPSC-RGL-NPC. 	
		
Abbildung 13: Zelllinienübertragbarkeit des neuralen Differenzierungsprotokolls 
Embryonale Stammzellen der Linien I3 und I6 wurden nach dem in 3.1 beschriebenen Protokoll zu neuralen 
Stammzellen differenziert und das Expressionsprofil auf Protein- (A + C) und Transkriptebene (B) untersucht. 
Maßstab: (A) 50 µm, (C) 100 µm. 
Die neurale Differenzierungsstrategie humaner ESC und iPSC gefolgt von einer Anreicherung 
CD133 positiver Zellen führte also zur Etablierung einer Zellpopulation mit Charakteristika 
neuraler Stammzellen und Radialglia mit robuster Übertragbarkeit auf diverse pluripotente 
Stammzelllinien. 
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3.2.2 RGL-NPC zeigen ein stabiles Wachstumsverhalten 
Um die Wachstumsrate der RGL-NPC zu bestimmen, wurde eine definierte Anzahl von 
Zellen unter proliferativen Bedingungen ausgesät (0 h) und die Zellzahl nach 24, 48, 72 und 
96 h erneut bestimmt. Die Versuche wurden mit humanen ESC- und iPSC-RGL-NPC in 
verschiedenen Passagen durchgeführt. Wie in Abbildung 14 dargestellt, folgten die Zellen 
einem stabilen Wachstumsverhalten. Aus den ermittelten Zellzahlen konnte eine Verdopp-
lungszeit von 3,2 ± 0,1 Tagen für ESC-RGL-NPC und 3,6 ± 0,3 Tagen für iPSC-RGL-NPC 
ermittelt werden. 
		
Abbildung 14: Proliferationsverhalten der RGL-NPC 
Zur Bestimmung der Verdopplungszeit wurden definierte Zellzahlen an hESC- und hiPSC-RGL-NPC unter dem 
Einfluss von EGF und FGF-2 ausplattiert und die Zellzahl nach je 24, 48, 72 und 96 h erneut bestimmt. A-D: 
Repräsentative Bilder der hESC-RGL-NPC nach 24, 48, 72 und 96 h. E: Wachstum der hESC-RGL-NPC. F: 
Wachstum der hiPSC-RGL-NPC. 
3.2.3 Bestimmung der regionalen Identität der RGL-NPC entlang der anterior-
posterior- sowie dorso-ventral-Achse 
Während der Entwicklung entstehen im Zentralnervensystem durch die spezifisch 
kombinierte Expression definierter Transkriptionsfaktoren positionelle Informationen. Diese 
führen zur regionalen Identität der entsprechenden Vorläuferpopulationen und somit zur 
Festlegung spezifischer neuraler Zellschicksale entlang der anterior-posterior Achse (AP-
Achse) sowie in dorso-ventraler Orientierung (DV-Achse). Um die regionale Identität der 
RGL-NPC zu bestimmen, wurde die Expression regionalspezifischer Transkriptionsfaktoren 
der AP- sowie der DV-Achse auf Transkriptebene untersucht. Vergleichend wurden die schon 
zuvor genutzten lt-hESNSC Zellen mit einer bekannten regionalen Identität des anterioren 
Rhombencephalons und einer Zugehörigkeit zu intermediären/ventralen Vorläuferdomänen 
analysiert (Abbildung 15). 
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Entlang der AP-Achse ließ sich feststellen, dass die RGL-NPC eine regionale Identität 
aufwiesen, welche mit einem Phänotyp des posterioren Rhombencephalons und anterioren 
Rückenmarks übereinstimmt (15A). Typische Marker des Prosencephalons, darunter forkhead 
homeobox (FOX) G1, empty spiracles homeobox (EMX) 1, EMX2 und orthodenticle homeobox (OTX) 2 
wurden von keinem untersuchten Zelltyp exprimiert. Unter den Transkriptionsfaktoren des 
Mesencephalons wurden engrailed 1 (EN1), gastrulation brain homeobox (GBX) 2 und early growth 
response (EGR) 2 exprimiert. NK2 homeobox 1 (NKX2-1) und PAX2 konnten nicht detektiert 
werden. Aus dem Bereich des Rhombencephalons exprimierten die lt-hESNSC das Homeobox 
(HOX)-Gen HOXB2. Transkriptionsfaktoren weiter posterior gelegener Bereiche wurden wie 
erwartet nicht exprimiert. Die RGL-NPC hingegen exprimierten HOX-Gene des 
Rhombencephalons und des Rückenmarks bis hin zur thorakalen Ebene (HOXA2, HOXB2, 
HOXB4, HOXB6, HOXC5, HOXD8 und HOXD9). HOX-Gene noch weiter posterior 
gelegener Rückenmarksabschnitte, beispielsweise HOXC11 der thorakalen Ebene, wurden 
nicht exprimiert. 
Bei Betrachtung des Expressionsprofils der Transkriptionsfaktoren der DV-Achse fällt auf, 
dass die RGL-NPC im Gegensatz zu den lt-hESNSC Zellen keinen distinkten 
Vorläuferdomänen zugeordnet werden können (15B). Es wurden sowohl dorsale 
Transkriptionsfaktoren, darunter PAX3 und PAX7, als auch Transkriptionsfaktoren inter-
mediärer Domänen wie iroquois homeobox (IRX) 3, PAX6, NKX6-2 und NKX6-1 exprimiert. 
Der oligodendrocyte lineage transcription factor (OLIG) 2 als ventraler Transkriptionsfaktor konnte 
detektiert werden, NKX2-2 als Marker der am weitesten ventral gelegenen Domäne hingegen 
wurde nicht mehr exprimiert. 
Das Expressionsprofil der lt-hESNSC Zellen lässt sich den intermediär-ventralen Domänen, 
die gekennzeichnet sind durch die Transkriptionsfaktoren IRX3, PAX6, NKX6-2 und 
NKX6-1, zuordnen, wobei Transkriptionsfaktoren sowohl der am weitesten dorsal als auch 
ventral gelegenen Domänen nicht detektiert wurden. 
Weder im Bereich der AP- noch der DV-Achse konnten große Unterschiede zwischen hESC- 
und hiPSC-RGL-NPC festgestellt werden. 	
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Abbildung 15: Regionale Identität der RGL-NPC 
Zur Beschreibung der regionalen Identität der RGL-NPC wurde die Expression regionalspezifischer 
Transkriptionsfaktoren der anterior-posterior (A) und dorso-ventralen Achse (B) mittels RT-PCR vergleichend 
zu einer etablierten NSC-Population (lt-hESNSC) mit einem bekannten Phänotyp des anterioren Rhomb-
encephalons und einer Zugehörigkeit zu intermediären/ventralen Vorläuferdomänen untersucht. 
Die RGL-NPC konnten ohne erkennbare Veränderungen der Morphologie und des 
Proliferationsverhaltens für mehr als 40 Passagen kultiviert werden. Um die Stabilität der 
regionalen Identität in der Langzeitkultur der RGL-NPC zu überprüfen, wurde das 
Expressionsprofil der regionalen Transkriptionsfaktoren der RGL-NPC im Abstand von 
jeweils 10 Passagen erneut analysiert (Abbildung 16). Es ist zu erkennen, dass die Expression 
der regionalen Transkriptionsfaktoren der RGL-NPC sowohl im Bezug auf die AP- als auch 
die DV-Achse im Wesentlichen stabil erhalten und zwischen hESC- und hiPSC-abgeleiteten 
RGL-NPC vergleichbar blieb. Kleinere Abweichungen zeigten sich bei den hESC-RGL-NPC 
bei der Expression von EGR2, die in Passage 38 abzunehmen scheint. Weiterhin wurde bei 
den hiPSC-RGL-NPC in Passage 38 eine schwache Expression des Prosencenphalonmarkers 
EMX2 detektiert. hiPSC-RGL-NPC der frühen Passagen zeigten zusätzlich noch eine sehr 
schwache Expression von HOXC11, einem Marker des thorakalen Rückenmarks, welche aber 
in höheren Passagen nicht mehr auftritt. Die Expression von NKX6-1 scheint in frühen und 
späten Passagen geringer als in Zellen mittlerer Passagen, die Expression von OLIG2 scheint 
in Zellen höherer Passagen abzunehmen. 
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Zusätzlich zu den regionalspezifischen Transkriptionsfaktoren wurde die Expression von 
CD133 während der Langzeitkultur beobachtet, diese blieb über alle untersuchten Passagen 
sowohl in den hESC- als auch hiPSC-RGL-NPC stabil. 
		
Abbildung 16: Expressionsprofil regionaler Marker sowie CD133 während der Langzeitkultur der 
RGL-NPC 
Zur Überprüfung der Stabilität der regionalen Identität der RGL-NPC während der Langzeitkultur wurde die 
Expression regionalspezifischer Transkriptionsfaktoren in den hESC- (A) und hiPSC-RGL-NPC (B) über 40 
Passagen im Abstand von je 10 Passagen mittels RT-PCR getestet. Weiterhin wurde die Expression von CD133 
im Verlauf der Passagen beobachtet (C). RM: cDNA des fetalen Rückenmarks als Positivkontrolle. 
Die generierten hESC- und hiPSC-RGL-NPC zeigten zusammengefasst einen über 
mindestens 40 Passagen hinweg robusten regionalen Phänotyp des posterioren Rhomb-
encephalons und anterioren Rückenmarks ohne direkte Zugehörigkeit zu einer distinkten 
Vorläuferdomäne der DV-Achse.  
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3.2.4  RGL-NPC exprimieren Marker früher und später NSC-Populationen 
Während der Entwicklung humaner ESC zu distinkten neuralen Zelltypen können mehrere 
Populationen an NSC beschrieben werden, welche durch ihr Differenzierungspotenzial und 
Reaktionsvermögen auf extrazelluläre Stimuli in Bezug auf ihre Regionalisierung unter-
schieden werden können (Elkabetz et al, 2008). Dabei werden frühe NSC, welche aus 
neuralen Rosetten gewonnen werden und ein breites Differenzierungspotenzial besitzen, von 
späten, stärker eingeschränkten NSC, die unter dem Langzeiteinfluss von EGF und FGF-2 
kultiviert werden, abgegrenzt. Die hESC-RGL-NPC wurden im Hinblick auf die Expression 
bestimmter Marker, welche den Rosettenzellen oder langzeitproliferierten NSC (NSCEGF/FGF) 
zugeordnet werden konnten bzw. von beiden Populationen geteilt wurden, untersucht und mit 
lt-hESNSC verglichen. Weiterhin wurde die relative Expression von CD133 in diesen beiden 
Zellpopulationen sowie neuralen Rosetten mittel quantitativer Echtzeit-PCR (qPCR) bestimmt 
(Abbildung 17). Die aus neuralen Rosetten isolierte RNA wurde von Frau Dr. Sabine Münst 
zur Verfügung gestellt. 
		
Abbildung 17: Vergleich der hESC-RGL-NPC zu Rosettenzellen sowie langzeitkultivierten NSC 
Zur Einordnung der hESC-RGL-NPC in den Rahmen unterschiedlicher NSC Populationen (Elkabetz et al, 
2008), wurde die Expression von rosettenspezifischen Markern und solchen langzeitproliferierter NSC 
(NSCEGF/FGF) sowie von beiden Populationen geteilten Markern mittels RT-PCR untersucht. Vergleichend wurde 
das Expressionsprofil einer weiteren NSC-Population (lt-hESNSC) dargestellt (A). Die relative Expression des 
NSC-Markers CD133 wurde mittels qPCR in RGL-NPC und lt-hESNSC bestimmt und die Werte auf die 
Expression in neuralen Rosetten bezogen. lt-hESNSC: 2,36 ± 0,09; hESC-RGL-NPC: 25,09 ± 2,06. Werte sind in 
Mittelwert ± Standardfehler dargestellt (B). 
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Es ist zu beobachten, dass die hESC-RGL-NPC sowohl Marker exprimierten, welche den 
Rosettenzellen und NSCEGF/FGF zugeschrieben werden können als auch solche, die von beiden 
Populationen geteilt werden (17A). Im Gegensatz dazu exprimierten die lt-hESNSC nur die 
rosettenspezifischen und von Rosettenzellen und NSCEGF/FGF geteilten Marker, nicht jedoch 
diejenigen, welche ausschließlich den NSCEGF/FGF zugeordnet werden können. Lediglich eine 
schwache Expression des NSCEGF/FGF-spezifischen Markers Calcium-bindenden Proteins 
S100β konnte detektiert werden. Allerdings erscheint die Expression der rosettenspezifischen 
Marker promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF) und Dachshundhomolog (DACH) 1 in den RGL-
NPC geringer als in den lt-hESNSC, die Expression der NSCEGF/FGF-assoziierten Marker 
Glycoprotein M6A (GPM6A), regulatory factor X4 (RFX4), hairy and enhancer of split (HES)5, 
POU3F3 und ASCL1 hingegen verstärkt. Im Bezug auf die relative Expression von CD133 
lässt sich ein deutlicher Anstieg der Transkriptmenge von Rosettenzellen über lt-hESNSC hin 
zu den RGL-NPC beobachten (17B). 
3.3 Differenzierungsverhalten der RGL-NPC 
Neurale Stammzellen sind charakterisiert durch ihre Fähigkeit zur Selbsterneuerung und ihr 
tripotentes Differenzierungsvermögen in die drei Hauptzelltypen des ZNS: Neurone, 
Astrozyten und Oligodendrozyten. Im Folgenden wurde zunächst das tripotente Differen-
zierungsverhalten der RGL-NPC untersucht. Im Anschluss daran wurde die neuronale 
Differenzierung näher betrachtet und ein distinktes Differenzierungsprotokoll zur effizienten 
Oligodendrozytengenerierung aus RGL-NPC etabliert. 
3.3.1 RGL-NPC differenzieren tripotent in Neurone, Astrozyten und 
Oligodendrozyten 
Um zu zeigen, dass sich die RGL-NPC tripotent in Neurone, Astrozyten und Oligodendro-
zyten entwickeln können, wurden die Zellen unter Entzug der Wachstumsfaktoren EGF und 
FGF-2 differenziert. Es ist exemplarisch die Differenzierung der hESC-RGL-NPC dargestellt 
(Abbildung 18).  
Zur Differenzierung in neuronale Zelltypen wurden die RGL-NPC unter dem Einfluss von 
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) kultiviert. Dieser stimuliert die Differenzierung und das 
Wachstum von Neuronen und unterstützt deren Überleben (Vicario-Abejon et al, 1995). Nach 
3 Wochen konnten 35,2 ± 2,1 % der Zellen mittels Immunzytochemie positiv für den pan-
neuronalen Marker β-III Tubulin detektiert werden (18A). 
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Um astrogliale Zelltypen zu generieren, wurden die RGL-NPC unter dem Einfluss fetalen 
Kälberserums (fetal calf serum, FCS) differenziert. Es ist bekannt, dass FCS verschiedene 
Faktoren enthält, welche die Expression von GFAP, einem Marker astrozytärer Zellen, 
induzieren, darunter bone morphogenetic proteins (BMP) (Chiang et al, 1996; Mabie et al, 1997). 
Nach 14 Tagen Differenzierung waren 62,4 ± 3,4 % der Zellen immunzytochemisch positiv 
für GFAP (18B). 
Nach einem Entzug der Wachstumsfaktoren für 6 Wochen konnten 8,1 ± 0,4 % der Zellen 
mit dem O4 Antikörper markiert werden, welcher an oligodendrogliale Zellen bindet (18C). 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die RGL-NPC unter Entzug der Wachstums-
faktoren tripotent in Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten differenzieren können. 	
		
Abbildung 18: Tripotentes Differenzierungsverhalten der hESC-RGL-NPC 
Zur Analyse des Differenzierungsverhaltens wurden hESC-RGL-NPC in drei unterschiedlichen Protokollen 
unter Entzug der Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 differenziert und auf das Vorkommen von Neuronen, 
Astrozyten und Oligodendrozyten immunzytochemisch untersucht. Unter dem Einfluss von BDNF 
differenzierten die Zellen nach drei Wochen in 35,2 ± 2,1 % β -III-Tubulin (TUBB3)-positive Neurone (A). Die 
Zugabe von FCS führte zur astroglialen Differenzierung in 62,4 ± 3,4 % GFAP-positive Zellen (B). Nach 
Langzeitentzug der Wachstumsfaktoren für mindestens sechs Wochen konnten 8,1 ± 0,4 % O4-positive 
Oligodendrozyten detektiert werden (C). Werte in Mittelwert ± Standardfehler; Maßstab: A + C: 100 µm, B: 
50 µm. 
3.3.2 Neuronale Differenzierung 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich RGL-NPC tripotent differenzieren lassen, wurde 
im Folgenden überprüft, ob die RGL-NPC in vitro zu funktionellen Neuronen unter-
schiedlicher Subtypen ausreifen. Zu diesem Zweck wurden zunächst 3 Wochen differenzierte 
neuronale Kulturen mittels Immunzytochemie und RT-PCR auf die Zusammensetzung der 
neuronalen Subtypen untersucht. Weiterhin wurden hESC-RGL-NPC für 10 Wochen auf 
einem Rasen aus mitotisch inaktivierten, primären Astrozyten der Maus differenziert und ihre 
elektrophysiologische Aktivität mittels Patch-clamp Messungen detektiert. Diese Messungen 
wurden von Dr. Jaideep Cherakka Kesavan durchgeführt. 
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Neuronale Subtypen 
Nach drei Wochen Differenzierung unter Wachstumsfaktorentzug und dem Einfluss von 
BDNF konnte in den neuronalen Kulturen mittels Immunzytochemie die Expression der 
Isoformen A und B des Mikrotubuli-assoziiertes Proteins (MAP2AB) detektiert werden 
(Abbildung 19A). Die Isoformen A und B werden in Neuronen mit reifer Morphologie 
exprimiert. Der Großteil der RGL-NPC-abgeleiteten Neurone war positiv für gamma-Amino-
buttersäure (GABA; 19B) als Marker für GABAerge Neurone. Im Gegensatz dazu wurden 
nur sehr wenige für den vesikulären Glutamattransporter 2 (vGlut2) positive glutamaterge 
Neurone beobachtet (19C). Der Anteil Tyrosinhydroxylase (TH)-positiver dopaminerger 
Neurone in den Kulturen war ebenfalls sehr gering (19D).  
		
Abbildung 19: Analyse der Subtypenzusammensetzung RGL-NPC-abgeleiteter neuronaler 
Kulturen 
Zur Untersuchung der neuronalen Differenzierung der hESC- und hiPSC-RGL-NPC wurden die Zellen für 
3 bzw. 6 Wochen unter Entzug der Wachstumsfaktoren und dem Einfluss von BDNF neuronal differenziert und 
die neuronale Zusammensetzung dieser Kulturen mittels Immunzytochemie und RT-PCR untersucht. A-D: 
Immunzytochemische Analyse hESC-RGL-NPC-abgeleiteter neuronaler Kulturen. Maßstab: A: 100 µm, B-D: 
50 µm. E: Analyse der Transkriptmenge neuronal differenzierter hESC- und hiPSC-RGL-NPC (diff) im 
Vergleich zu proliferierenden Zellen (prol). F: Vergleich der Transkriptmengen nach 3 und 6 Wochen neuronaler 
Differenzierung (diff 3/6 w) von hESC-RGL-NPC. FH, cDNA aus fetalem Hirn. 
Auf Transkriptebene (19E) konnte nach drei Wochen Differenzierung der hESC-RGL-NPC 
ein deutlicher Anstieg der Transkripte des GABA-produzierenden Enzyms Glutamat 
Decarboxylase (GAD1), vGLUT2 und TH sowie ein sehr schwacher Anstieg des Transkriptes 
für EN1, einem Transkriptionsfaktor dopaminerger Neurone, im Vergleich zu proliferie-
renden Zellen als Bestätigung der neuronalen Differenzierung der Kulturen gezeigt werden. 
Eine Expression von vGlut1 konnte weder auf Transkript- noch Proteinebene detektiert 
werden. hiPSC-RGL-NPC zeigten ein den hESC-abgeleiteten Zellen sehr ähnliches 
neuronales Differenzierungspotenzial bis auf einen schwächeren Anstieg der Transkripte für 
TH und EN1 als Marker dopaminerger Neurone. 
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Um zu überprüfen, ob die RGL-NPC nach verlängerter neuronaler Differenzierung fort-
schreitend in diverse Subtypen ausreifen, wurden Zellen für 3 und 6 Wochen differenziert und 
die Transkriptmengen neuronaler Gene mittels RT-PCR verglichen (19F). Es zeigte sich kein 
deutlicher Unterschied in der Verteilung der neuronalen Subtypen zwischen 3 und 6 Wochen 
differenzierten Zellen mit Ausnahme geringer Transkriptmengen von vGLUT1 nach 6 
Wochen Differenzierung. 
Zur Überprüfung der Stabilität der neuronalen Differenzierung der RGL-NPC während der 
Langzeitkultur wurden Zellen der Passagen 16 und 40 für 3 Wochen nach oben 
beschriebenem Protokoll differenziert und die Transkriptmengen neuronenassoziierter Gene 
mittels RT-PCR untersucht (Abbildung 20). Dabei zeigte sich, dass das neuronale 
Differenzierungsverhalten der RGL-NPC in unterschiedliche neuronale Subtypen auch nach 
Langzeitkultur erhalten bleibt. 	
		
Abbildung 20: Neuronales Differenzierungsverhalten der RGL-NPC während der Langzeitkultur 
Zur Überprüfung der Stabilität der neuronalen Differenzierung während der Langzeitkultur wurden hESC-RGL-
NPC der Passagen 16 und 40 für 3 Wochen nach oben beschriebenem Protokoll neuronal differenziert (diff) und 
die Zusammensetzung der neuronalen Subtypen mittels RT-PCR untersucht. Vergleichend sind proliferierende 
RGL-NPC (prol) dargestellt. 
Nachdem in den neuronalen Kulturen nach spontaner Differenzierung unter dem Einfluss 
von BDNF unterschiedliche Subtypen detektiert werden konnten, wurden im Folgenden zwei 
Protokolle zur gerichteten neuronalen Differenzierung in dopaminerge Neurone sowie 
Motoneurone angewendet (Abbildung 21). Die Protokolle wurden an bereits publizierte 
Differenzierungen angelehnt (Koch et al, 2009). 
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Abbildung 21: Gerichtete Differenzierung der RGL-NPC in neuronale Subtypen 
Zur gerichteten neuronalen Differenzierung der hESC-RGL-NPC in Subtypen des ventralen Rückenmarks 
(Motoneurone, A) sowie des ventralen Mesencephalons (dopaminerge Neurone, B) wurden die Zellen unter 
permissiven Bedingungen beider Zelltypen kultiviert. Die Kulturbedingungen wurden von bereits publizierten 
Differenzierungsparadigmen (Koch et al, 2009) abgeleitet. A: Eine Ventralisierung und Posteriorisierung der 
RGL-NPC erfolgte zunächst für 6 Tage unter dem Einfluss von SHH und ATRA unter proliferativen 
Bedingungen, im Anschluss wurden die Zellen für weitere 6 Tage unter dem Einfluss von SHH und ATRA 
differenziert und schließlich für 3 Wochen ausgereift. Es erfolgte die Untersuchung der Expression von 
Transkriptionsfaktoren motoneuronaler Zellen im Vergleich zu proliferierenden (prol) sowie unter 
Standardbedingungen neuronal differenzierten (diff) hESC-RGL-NPC. B: Für die gerichtete Differenzierung der 
hESC-RGL-NPC in dopaminerge Neurone wurden die Zellen zunächst für 14 Tage unter dem Einfluss von 
SHH und FGF-8b kultiviert und im Anschluss daran für 3 Wochen ausgereift. Die Markerexpression 
dopaminerger Neurone wurde mittels RT-PCR vergleichend zu proliferierenden (prol) Zellen sowie neuronalen 
Standardkulturen (diff) analysiert. 
Zur gerichteten Differenzierung der hESC-RGL-NPC in Motoneurone des Rückenmarks 
wurden die Zellen zunächst für 6 Tage unter dem Einfluss von Sonic Hedgehog (SHH), hohen 
Konzentrationen ATRA (1 µM), EGF und FGF-2 zwecks Ventralisierung und Posterior-
isierung proliferiert, anschließend für weitere 6 Tage unter dem Einfluss von SHH und einer 
geringen Konzentration von ATRA (0,1 µM) differenziert und schließlich für weitere 3 
Wochen in Anwesenheit geringer Konzentrationen von SHH (50 ng/ml) ausgereift. Im 
Vergleich zu spontan neuronal differenzierten Kulturen konnte keine Expression von islet 
(ISL) 1 und motor neuron and pancreas homeobox (MNX) 1 (auch HB9) als Marker ventraler, 
spinaler Motoneurone erreicht werden (21A).  
Zur Induktion dopaminerger Neurone des Mesencephalons wurden RGL-NPC zunächst für 
14 Tage unter dem Einfluss von SHH und FGF-8b differenziert und im Anschluss daran für 
3 Wochen ausgereift. Verglichen mit spontan differenzierten neuronalen Kulturen konnte 
auch nach Anwendung eines Protokolles zur dopaminergen Differenzierung von NSC keine 
vermehrte Induktion der Marker EN1 und TH bewirkt werden (21B). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sowohl hESC- als auch hiPSC-RGL-NPC nach drei 
Wochen Kultur unter Wachstumsfaktorentzug neuronal differenzierten und dabei vorwiegend 
Neurone eines interneuronähnlichen, GABAergen Phänotyps mit geringen Anteilen 
dopaminerger und glutamaterger Neuronen generierten. Die Anwendung von induktiven 
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Differenzierungsprotokollen zur Generierung dopaminerger Neurone des Mesencephalons 
sowie Motoneurone der Rückenmarks erbrachte keine verstärkte Induktion dieser Zelltypen. 
Funktionelle Neurone aus RGL-NPC 
Um die funktionalen Charakteristika RGL-NPC-abgeleiteter Neurone zu untersuchen, wurden 
hESC-abgeleitete Zellen auf mitotisch inaktivierten primären Fibroblasten der Maus für 
10 Wochen unter Entzug der Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 differenziert. 
Anschließend wurden die Neurone mittels Patch-clamp Technologie funktionell untersucht 
(Abbildung 22). Der Lösung der Messpipette war Biozytin zugefügt, sodass die vermessenen 
Zellen im Anschluss in Kombination mit Antikörpern gegen β-III-Tubulin und humane 
Nuklei (hNuc) immunzytochemisch als humane Neurone identifiziert werden konnten (22G). 
Die Ableitung des Membranpotenzials (whole-cell current clamp) ließ die Bildung von 
Aktionspotenzialen in Reaktion auf fortlaufende Depolarisation von -50 bis +140 pA in 
Schritten von 10 pA bei einem Membranpotenzial von ungefähr -60 mV erkennen (22A+B). 
Zusätzlich konnten in der Hälfte der vermessenen Neurone spontane Aktionspotenziale 
sowohl mittels Ableitung des Membranpotenzials (loose patch, 22C, obere Messung) als auch 
des Gesamtzellstromes detektiert werden (22C, untere Messung). Weiterhin konnten mittels 
Tetrodotoxin (TTX)-vermittelter Inhibition spannungsabhängige Natriumkanäle nachge-
wiesen werden (22D). Die Zugabe von 4-Aminopyridin (4-AP) bewirkte die sichtbare 
Blockade spannungsabhängiger Kaliumkanäle (22E). Zusätzlich ließen sich spontane post-
synaptische Ströme ableiten (22F), was auf funktionelle Synapsen der vermessenen Neuronen 
hindeutet.  
Zusammenfassend konnten hESC-RGL-NPC nach 10 Wochen Differenzierung auf primären 
murinen Astrozyten zu funktionellen Neuronen ausreifen. Diese generierten sowohl spontane 
als auch durch schrittweise Depolarisation hervorgerufene Aktionspotenziale. Es konnten 
spannungsabhängige Na+- und K+-Kanäle sowie funktionelle Synapsen detektiert werden. 
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Abbildung 22: Funktionelle Analyse RGL-NPC-abgeleiteter Neurone 
Um die funktionelle neuronale Ausreifung von RGL-NPC zu zeigen, wurden hESC-abgeleitete Zellen für 
10 Wochen auf primären murinen Astrozyten differenziert und im Anschluss elektrophysiologisch untersucht. A: 
Ableitung des Membranpotenzials (whole-cell current clamp) und Detektion mehrer Aktionspotenziale nach 
schrittweiser Depolarisation für je 500 ms von -50 bis +140 pA in 10 pA Schritten. Das Membranpotenzial 
wurde bei ungefähr -60 mV gehalten. B: Darstellung eines einzelnen Aktionspotenziales bei 140 pA. C: 
Detektion spontaner Aktionspotenziale durch Ableitung der Membranspannung an der Zelloberfläche (loose-patch, 
obere Abbildung) und des Membranpotenzials (untere Abbildung) jeweils mit Darstellung eines Ausschnittes in 
höherer Vergrößerung. D: Ableitung der Gesamtzellströme induziert durch Depolarisationsschritte von je 10 mV 
über ein Membranpotenzial von -80 bis +60 mV vor (oben) und während (Mitte) der Applikation von 
Tetrodotoxin (TTX) sowie nach Auswaschen von TTX (unten) zur Detektion spannungsabhängiger Na+-
Kanäle. E: Ableitung der Gesamtzellströme vor (oben) und während der Applikation von 4-Aminopyridin (4-
AP) zur Inhibition spannungsabhängiger K+-Kanäle. F: Ableitung spontaner post-synaptischer Ströme bei 
einem Membranpotenzial von -70 mV zum Nachweis funktioneller Synapsen. G: Immunzytochemische 
Identifikation der bei Messung mit Biozytin markierten humanen Neurone in Kombination mit Antikörpern 
gegen β-III-Tubulin und hNuc. Maßstab: 100 µm. 
3.3.3 Differenzierung oligodendroglialer Zellen aus RGL-NPC 
Das primäre Ziel der vorliegenden Arbeit sollte die Etablierung eines Differenzierungs-
protokolles zur effizienten Generierung humaner Oligodendrozyten aus pluripotenten 
Stammzellen sein. Dazu wurde eine NPC Population mit gliogenem Differenzierungspotenzial 
als stabiles Intermediat zwischen pluripotenten Stammzellen und Oligodendrozyten 
hergestellt. Nachdem beobachtet werden konnte, dass die generierten RGL-NPC spontan zu 
ca. 8 % O4-positiven Oligodendrozyten ausdifferenzierten, wurde im Folgenden die 
Etablierung eines oligodendrozytenspezifischen Differenzierungsprotokolles angestrebt, 
welches die effiziente Generierung und nähere Charakterisierung humaner Oligodendrozyten 
Ergebnisse 
64	
aus NPC in vitro erlaubt. Dazu diente ein  dreistufiges Protokoll zur Differenzierung muriner 
Oligodendrozyten aus NSC als Ansatzpunkt (Glaser et al, 2007). In einem ersten Schritt 
sollten proliferierende gliale Vorläuferzellen induziert werden, welche im zweiten Schritt 
weiter proliferieren und schließlich unter Entzug der Wachstumsfaktoren terminal ausreifen 
sollten (Abbildung 23). 
RGL-NPC lassen sich in v i tro effizient in Oligodendrozyten und ihre Vorläufer 
differenzieren 
Die oligodendrogliale Spezifikation der RGL-NPC erfolgte in zwei Schritten: zur Induktion 
proliferierender glialer Zelltypen aus RGL-NPC wurden die Zellen unter dem Einfluss von 
platelet-derived growth factor AA (PDGF-AA), EGF und Forskolin für 2 Wochen differenziert. 
Im Anschluss erfolgte eine einwöchige Kultivierung unter dem Einfluss von PDGF-AA, T3, 
Noggin und Ascorbinsäure (ascorbic acid, AA) zur Unterstützung der Proliferation 
oligodendroglialer Vorläuferzellen. Die terminale Ausreifung dieser Zellen erfolgte schließlich 
für 4-6 Wochen unter dem Einfluss von T3, AA und Laminin (23A). 
Nach 4 Wochen terminaler Differenzierung zeigten sich verzweigte frühe Oligodendrozyten 
in den Kulturen (23B), welche nach 2 weiteren Wochen Reifung in Zellen mit multiplen, 
hochgradig verzweigten Fortsätzen ausdifferenzierten (23C). Immunzytochemische Analysen 
und Quantifizierung dieser Kulturen (23D+E; H) zeigten, dass nach 4 Wochen 
Differenzierung 77,9 ± 2,5 % der Zellen positiv für das Chondroitin-Sulfat Proteoglycan 
CSPG4/NG2 waren, das auf Oligodendrozytenvorläuferzellen und Pre-Oligodendrozyten 
exprimiert wird. Diese Zellen zeigten eine typische Morphologie oligodendroglialer Vorläufer 
mit rudimentär verzweigten bipolaren Fortsätzen. Darüber hinaus waren 53,8 ± 4,9 % der 
Zellen positiv für O4, einen Marker früher Oligodendrozyten. Diese Zellen zeigten im 
Vergleich zu den NG2-positiven Vorläufern eine komplexere Morphologie mit mehreren bis 
multiplen Fortsätzen eines höheren Verzweigungsgrades charakteristisch für 
Oligodendrozyten. Alle O4-positiven Zellen zeigten eine Koexpression des oligodendroglialen 
Transkriptionsfaktors OLIG2. Nach 6 Wochen terminaler Differenzierung der RGL-NPC 
konnte darüber hinaus die Expression des basischen Myelinproteins (myelin basic protein, MBP) 
detektiert werden, einem Marker reifer Oligodendrozyten (23G). Diese Zellen zeigten eine 
hochgradig verzweigte Morphologie reifer Oligodendrozyten. Zusätzlich konnten zum ersten 
Mal humane Oligodendrozyten mit dem monoklonalen Antikörper (mAB) 4860 detektiert 
werden (23F). Der Antikörper wurde im Labor von Prof. Faissner am Lehrstuhl für 
Zellmorphologie und Molekulare Neurobiologie der Ruhr-Universität Bochum als 
oligodendroglialer Marker generiert und markiert komplex verzweigte, MBP-exprimierende 
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Oligodendrozyten der Maus (Czopka et al, 2009). Die detektierten humanen Zellen wiesen 
ebenfalls die verzweigte Morphologie reifer Oligodendrozyten auf. 	
		
Abbildung 23: Effiziente Differenzierung hESC-RGL-NPC-abgeleiteter Oligodendrozyten 
A: Übersicht über das dreistufige Differenzierungsprotokoll zur effizienten oligodendroglialen Differenzierung 
der RGL-NPC. Zunächst wurden die Zellen für 2 Wochen unter dem Einfluss von EGF, PDGF-AA und 
Forskolin zur Induktion glialer Zelltypen differenziert (Stufe I). Anschließend wurden die Zellen für eine weitere 
Woche in Gegenwart von PDGF-AA, T3, Ascorbinsäure (AA) und Noggin kultiviert, um die Induktion und 
Proliferation oligodendroglialer Zellen zu unterstützen (Stufe II), bevor diese für 4-6 Wochen unter dem Einfluss 
von T3, AA und Laminin terminal differenziert wurden (Stufe III). OL, Oligodendrozyten. B-G: Phasen-
kontrastaufnahmen der oligodendroglial differenzierten Kulturen nach 4 bzw. 6 Wochen terminaler 
Differenzierung (4/6 Wochen Stufe III) mit korrespondierenden immunzytochemischen Färbungen. Maßstab: 
50 µm. H: Quantifizierung 6 Wochen terminal differenzierter Kulturen. I: qPCR-Analyse der Transkriptmengen 
oligodendroglialer Transkriptionsfaktoren sowie von Genen, die für das Oligodendrozytenvorläuferprotein NG2 
und das Myelinprotein MBP kodieren. Dargestellt sind 6 Wochen terminal differenzierte Kulturen bezogen auf 
die Werte proliferierender Zellen. OLIG2: 24,88 ± 1,21; SOX10: 16 283,43 ± 1 377,39; NKX6-1: 0,11 ± 0,01; 
NKX6-2: 164,09 ± 0,77; NG2: 26,24 ± 1,51; MBP: 6 816,77 ± 2,57,01. Werte sind als Mittelwerte ± Standard-
fehler angegeben. J: Untersuchung der Transkriptmengen von oligodendroglialen Transkriptionsfaktoren und 
Markerproteinen mittels RT-PCR in proliferierenden RGL-NPC (prol) sowie während des oligodendroglialen 
Differenzierungsprotokolls. 
Um weitere quantitative Aussagen über die Expression der oligodendroglialen 
Transkriptionsfaktoren bzw. Markerproteine NG2 und MBP zu erhalten, wurden 6 Wochen 
terminal differenzierte oligodendrogliale Kulturen mittels qPCR mit proliferierenden RGL-
NPC verglichen (23I). Es ist zu erkennen, dass die Expression der Transkriptionsfaktoren 
OLIG2, SOX10 und NKX6-2 deutlich hochreguliert war, was die oligodendrogliale 
Differenzierung der Kulturen bestätigt, wohingegen die Transkriptmenge für NKX6-1 als 
schwach negativ reguliert detektiert wurde. Sowohl der oligodendrogliale Vorläufermarker 
NG2 als auch das Myelinprotein MBP wurden deutlich verstärkt transkribiert. 
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Um den Verlauf der oligodendroglialen Differenzierung der RGL-NPC näher zu beleuchten, 
wurden die Kulturen innerhalb des Differenzierungsprotokolles nach den Differenzierungs-
stufen I und II sowie nach 4 und 6 Wochen der terminalen Stufe III auf Transkriptebene 
mittels RT-PCR (23J) untersucht. Im Vergleich zu proliferierenden RGL-NPC zeigte sich, 
dass die Expression aller für die oligodendrogliale Differenzierung und Reifung essenziellen 
Transkriptionsfaktoren wie OLIG1/2, NKX2-2, NKX6-2 und SOX10 im Zuge der 
Differenzierung induziert bzw. hochreguliert wurde. Betrachtet man die Expression von 
OLIG1/2 als früheste oligodendrogliale Transkriptionsfaktoren, so schien die Expression von 
OLIG1 ihren Höhepunkt nach der Phase II zu haben und ab da herunterreguliert zu werden. 
OLIG2 wurde ab Phase II verstärkt exprimiert. NKX6-2 war bereits ab der ersten Phase 
verstärkt, nach 6 Wochen terminaler Differenzierung hingegen am stärksten exprimiert. Die 
Rolle der Transkriptionsfaktoren NKX2-2 und SOX10 liegt in der Regulation der terminalen 
Differenzierung der Oligodendrozyten. NKX2-2 wurde in den differenzierten RGL-NPC erst 
nach 4 Wochen terminaler Differenzierung exprimiert und schien nach 6 Wochen leicht 
negativ reguliert zu sein. SOX10 wurde ebenfalls erst nach 4 Wochen terminaler 
Differenzierung induziert und nach 6 Wochen weiter hochreguliert. Einzig die Transkription 
von NKX6-1 schien fortschreitend negativ reguliert zu sein.  
Im Hinblick auf die Expression von Genen, deren Transkript für die Identifikation 
oligodendroglialer Vorläuferzellen herangezogen wird, darunter PDGFRα und das 
Proteoglycan NG2, lässt sich feststellen, dass während der oligodendroglialen Differenzierung 
der RGL-NPC diese schon direkt zu Beginn stimuliert und weiter hochreguliert wurden. 
Allerdings nahmen die Transkriptmengen für PDGFRα schon ab Beginn der terminalen 
Differenzierung leicht und für NG2 nach 6 Wochen Ausreifung wieder ab. 
Im Zuge der Reifung oligodendroglialer Zellen wird die Expression von Myelinkomponenten 
schrittweise hochreguliert, um schließlich die Ausbildung reifer, funktioneller Zelltypen zu 
ermöglichen. Die Transkriptanalyse zeigt, dass die Expression des Myelingens Proteolipidprotein 
(PLP) stetig zunahm. Die Myelinkomponenten MBP, myelinassoziiertes Glykoprotein (MAG) und 
Myelin-Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG) hingegen wurden erst nach 4 Wochen terminaler 
Differenzierung detektiert und auch nach 6 Wochen Differenzierung im Fall von MBP 
aufrechterhalten bzw. für MAG und MOG weiter hochreguliert. Zusätzlich wurde die 
Genexpression des myelinassoziierten Transkriptionsfaktors MYT1 sowie des Myelinproteins 
myelin and lymphocyte protein (MAL1) untersucht. MAL1 war bereits nach der ersten 
Differenzierungsphase stark exprimiert, wurde innerhalb der zweiten Phase herunterreguliert, 
schien nach 4 Wochen terminaler Differenzierung wiederum verstärkt exprimiert und nach 
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6 Wochen wieder leicht herunterreguliert zu sein. MYT1 wurde ebenfalls schon früh in der 
Differenzierung nach der ersten Phase detektiert und nicht deutlich sichtbar reguliert. 
Das oligodendrogliale Differenzierungspotenzial der RGL-NPC bleibt während der 
Langzeitkultur stabil 
Um zu überprüfen, ob das oligodendrogliale Differenzierungspotenzial der RGL-NPC 
während der Langzeitkultur der Zellen erhalten bleibt, wurden Zellen der Passagen 20 und 40 
nach dem oben beschriebenen Protokoll differenziert, für 4 Wochen terminal ausgereift und 
mittels RT-PCR verglichen (Abbildung 24). Es zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede 
sowohl in der Induktion essenzieller oligodendroglialer Transkriptionsfaktoren wie NKX6-
1/2, OLIG1/2 und SOX10 als auch bei der Expression oligodendrozyten- und 
myelinassoziierter Gene wie NG2, MBP, MAG und MOG. Die oligodendroglialen Kulturen 
der hochpassagigen RGL-NPC zeigten lediglich eine etwas schwächere Expression der Gene 
NKX2-2, SOX10, PDGFRα und NG2. 	
		
Abbildung 24: Oligodendrogliale Differenzierungsfähigkeit der hESC-RGL-NPC während der 
Langzeitkultur 
Zur Überprüfung der Stabilität der RGL-NPC im Bezug auf das oligodendrogliale Differenzierungspotenzial 
während der Langzeitkultur wurden Zellen der Passagen 20 und 40 nach dem oben beschriebenen 
Differenzierungsprotokoll oligodendroglial differenziert, 4 Wochen terminal ausgereift (A+B: immun-
zytochemische Analyse der Kulturen mit einem Antikörper gegen O4. Maßstab: 100 µm) und die Expression 
essenzieller Transkriptionsfaktoren sowie oligodendrozyten- und myelinassoziierter Gene der differenzierten 
Kulturen (OLD) im Vergleich zu proliferierenden RGL-NPC (prol) mittels RT-PCR untersucht (C). RM, cDNA 
des fetalen humanen Rückenmarks. 
Ergebnisse 
68	
Das oligodendrogliale Differenzierungsprotokoll lässt sich auf hiPSC-RGL-NPC 
übertragen 
In einem weiteren Schritt wurde das oligodendrogliale Differenzierungsprotokoll auf hiPSC-
RGL-NPC angewendet und die resultierenden oligodendroglialen Kulturen untersucht 
(Abbildung 25). Es zeigt sich, dass nach 6 Wochen terminaler Differenzierung verzweigte 
Oligodendrozyten in den Kulturen vorhanden waren (25A), welche immunzytochemisch 
analog zu den hESC-RGL-NPC positiv für NG2, O4, MBP und 4860 gefärbt werden konnten 
(25B-E). Die qPCR-Analyse der Transkriptmengen nach 6 Wochen terminaler Differen-
zierung zeigte ebenfalls eine verstärkte Transkription der Gene für OLIG2, SOX10, NKX6-2, 
NG2 und MBP sowie keine Veränderung der Transkriptmenge für NKX6-1 (25F). Weiterhin 
zeigte die Analyse der oligodendroglialen Differenzierung mittels RT-PCR ähnliche 
Ergebnisse wie bei den hESC-RGL-NPC (25G). Allerdings lässt sich beobachten, dass die 
Transkriptmenge für OLIG1 und OLIG2 in den proliferierenden Zellen sehr gering erschien, 
aber nach der Differenzierungsstufe II deutlich erhöht war. Weiterhin wurde SOX10 bereits 
nach der Stufe II induziert und nicht wie bei den hESC-RGL-NPC erst nach 4 Wochen 
terminaler Differenzierung. Zusätzlich zeigte die Analyse des Transkriptes des Chemokin 
(C-X-C Motif) Rezeptors CXCR7, einem Protein, dem in der murinen Oligodendrozyten-
differenzierung eine wichtige Rolle während der Reifung zugeschrieben wird, dass in den 
terminalen Differenzierungsstufen die Transkription deutlich gesteigert war. 	
		
Abbildung 25: Oligodendrogliale Differenzierung der hiPSC-RGL-NPC 
Das an hESC-RGL-NPC etablierte oligodendrogliale Differenzierungsprotokoll wurde auf hiPSC-RGL-NPC 
übertragen. A-E: Phasenkontrastbild 6 Wochen terminal differenzierter Zellen und korrespondierende immun-
zytochemische Färbungen von Oligodendrozyten und deren Vorläuferzellen. Maßstab: B, D, E: 50 µm, C: 
100 µm. F: qPCR-Analyse der Transkriptmengen oligodendroglialer Transkriptionsfaktoren sowie von Genen, 
die für das Oligodendrozytenvorläuferprotein NG2 und das Myelinprotein MBP kodieren. Dargestellt sind Werte 
6 Wochen terminal differenzierter Kulturen bezogen auf proliferierende Zellen. OLIG2: 9,82 ± 0,74; SOX10: 
63,36 ± 10,16; NKX6-1: 0,56 ± 0,05; NKX6-2: 47,56 ± 8,16; NG2: 17,92 ± 5,79; MBP: 54,31 ± 19,21. Werte sind 
als Mittelwerte ± Standardfehler angegeben. G: Untersuchung der Transkriptmengen von oligodendroglialen 
Transkriptionsfaktoren und Markerproteinen mittels RT-PCR in proliferierenden RGL-NPC (prol) sowie 
während des oligodendroglialen Differenzierungsprotokolles. 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das in der vorliegenden Arbeit entwickelte dreistufige 
oligodendrogliale Differenzierungsprotokoll eine effiziente Differenzierung sowohl der hESC-
RGL-NPC als auch der hiPSC-RGL-NPC in Vorläuferzellen und reife Zelltypen ermöglicht. 
Morphologisch und mittels Immunzytochemie konnten schwach verzweigte NG2-positive 
Vorläuferzellen, O4-positive frühe Oligodendrozyten mit vielen Fortsätzen und 4860- und 
MBP-positive reife Oligodendrozyten detektiert werden. Die Analyse des Expressionsprofils 
während der Differenzierung bestätigt eine Entwicklung entlang der oligodendroglialen Linie: 
essenzielle Transkriptionsfaktoren werden induziert bzw. stimuliert und am Ende der 
Differenzierung werden Myelinproteine exprimiert. 
In vivo  differenzieren RGL-NPC tripotent 
In den vorangegangenen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass RGL-NPC in vitro effizient 
zu Oligodendrozyten ausdifferenzieren. Im Folgenden sollte nun das Differenzierungs-
potenzial proliferierender RGL-NPC in vivo untersucht werden. Als Tiermodell wurde zu 
diesem Zweck die Shiverer-Maus gewählt, welche bedingt durch eine Mutation kein 
Myelinprotein MBP bildet. Kann nach einer Zelltransplantation MBP detektiert werden, so 
stammt dieses von den transplantierten Zellen. 
Proliferierende RGL-NPC wurden in neugeborene Shiverer-Mäuse in den Bereich der 
Anlagen des Corpus Callosum transplantiert. Nach ca. 100 Tagen wurden die Transplantate 
mittels Immunhistochemie untersucht, die transplantierten Zellen durch einen Antikörper 
gegen hNuc im Gewebe der Maus identifiziert und die Differenzierung der Zellen 
(Abbildung 26). 
Es ist deutlich zu erkennen, dass die humanen Zellen 3 Monate nach Transplantation im 
Gewebe des Empfängertieres überlebt haben. Sie konnten in den Bereichen der 
Lateralventrikel (26A), der Colliculi Inferiores (26B) und des Corpus Callosum (26C) 
gefunden werden. Immunhistochemische Färbungen mit einem Antikörper gegen MBP 
zeigen, dass die transplantierten proliferierenden RGL-NPC im Maushirn reife, 
myelinexprimierende Oligodendrozyten mit multiplen, stark verzweigten Fortsätzen 
generierten (26A-C). Die Morphologie der transplantierten humanen Zellen konnte mit einem 
Antikörper gegen humanes Zytoplasma sichtbar gemacht werden (STEM121, 26D-E). 
Konfokale Aufnahmen der Transplantate zeigen, dass viele Zellen morphologisch 
Oligodendrozyten gleichen und MBP-positive Fortsätze tragen. Weiterhin zeigen konfokale 
Analysen der MBP-positiven Segmente einen engen Kontakt zu Neuriten (angefärbt mit 
einem Antikörper gegen Neurofilament) (26G). 	
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Abbildung 26: Analyse des Differenzierungspotenzials der RGL-NPC im Tiermodell der 
Shiverer-Maus 
3 Monate nach Transplantation in die hypomyelinisierte Shiverer-Maus wurden hiPSC-RGL-NPC mit einem 
Antikörper gegen hNuc oder STEM121 nachgewiesen und das Differenzierungspotenzial mittels Kofärbungen 
mit Antikörpern gegen MBP, GFAP und humanes Neurofilament (HO14) untersucht. Es konnten humane 
Oligodendrozyten mit multiplen Fortsätzen in Bereichen des Lateralventrikels (A), der Colliculi inferiores (B) 
und des Corpus Callosum (C) nachgewiesen werden. Konfokale Analysen der Transplantate zeigten humane 
Zellen oligodendroglialer Morphologie, deren Fortsätze positiv für MBP waren (D-F) sowie engen Kontakt 
MBP-positiver Segmente zu Neuronen (NF, Neurofilament; G). Darüber hinaus konnten humane Astrozyten 
(H) und humane Neurone (I) detektiert werden. Maßstab: A: 100 µm, B: 40 µm, C+G: 30 µm, D-F+I: 50 µm, H: 
10 µm. 
Neben oligodendroglialen Zellen konnten mittels Koexpression von hNuc und GFAP 
humane Astrozyten nachgewiesen werden. Weiterhin wurden mit einem humanspezifischen 
Antikörper gegen Neurofilament humane Neurone in den transplantierten Tieren detektiert. 
Zusammenfassend konnte nach Transplantation proliferierender RGL-NPC in die 
hypomyelinisierte Shiverer-Maus die tripotente Differenzierung der Zellen in vivo gezeigt 
werden. 
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RGL-NPC bilden myelinisierende Oligodendrozyten 
Während der oligodendroglialen Differenzierung der RGL-NPC in vitro wird die Transkription 
essenzieller Myelinkomponenten wie MBP, PLP, MAG und MOG induziert und hoch-
reguliert. Sowohl in vitro als auch in vivo können MBP-positive Oligodendrozyten detektiert 
werden. Eine nähere Betrachtung dieser Zellen sollte Aufschluss über das Myelinisierungs-
potenzial RGL-NPC-abgeleiteter Oligodendrozyten geben (Abbildung 27). Die Versuche 
wurden von Julia Fischer durchgeführt.  
Bereits in vitro lässt sich beobachten, dass MBP-positive Oligodendrozyten entlang MAP2-
positiver neuraler Fortsätze ausgerichtet sind und in engem Kontakt zu diesen stehen 
(27A+B). Immunhistochemische Analysen zeigen, dass 3 Monate nach Transplantation in die 
hypomyelinisierte Shiverer-Maus diskontinuierliche MBP-positive Segmente in vivo zu 
beobachten sind (27C+D, Pfeilspitzen). In den Zwischenräumen dieser MBP-positiven 
Segmente lassen sich CASPR-positive Strukturen detektieren (27D). Dies deutet auf die 
Bildung von Myelininternodien und Ranvierschen Schnürringen und somit die 
Differenzierung der RGL-NPC in myelinisierende Oligodendrozyten hin. 
		
Abbildung 27: Myelinisierungspotenzial der RGL-NPC in  v i t ro  und in  v ivo  
3D-Rekonstruktionen 6 Wochen terminal differenzierter oligodendroglialer Kulturen (A, B) zeigen, dass sich 
bereits in vitro MBP-positive Fortsätze der hiPSC-RGL-NPC-abgeleiteten Oligodendrozyten nahe an MAP2-
positive neurale Fortsätze anlagern. In vivo (C, D) weisen darüber hinaus diskontinuierliche MBP-positive 
Segmente (Pfeilspitzen) auf die Bildung von Ranvierschen Schnürringen hin. Immuncytochemische Analysen mit 
einem Antikörper gegen CASPR (D) zeigen darüber hinaus ein positives Signal, das sich zwischen zwei 
benachbarten MBP-positiven Segmenten befindet. Die gestrichelten Linien deuten den Verlauf des MBP-
Segments an. Maßstab: A+B: 50 µm, C+D: 25 µm. 
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Analyse des microRNA-Expressionsprofiles während der oligodendroglialen 
Differenzierung 
Untersuchungen an Nagern haben die Regulation der oligodendroglialen Differenzierung 
durch die microRNAs (miRNA) miR-23, miR-138, miR-219 und miR-338 eingehend 
beschrieben, während diese in einer ersten Studie zur Differenzierung humaner pluripotenter 
Stammzellen in Oligodendrozyten keine Rolle spielten (Dugas et al, 2010; Letzen et al, 2010; 
Lin & Fu, 2009; Zhao et al, 2010). In akut isolierten humanen glialen Vorläuferzellen hingegen 
konnte die Expression der miR-219 sowie miR-338 gezeigt werden (de Faria et al, 2012). Im 
Folgenden sollte eine mögliche Rolle dieser miRNAs während der oligodendroglialen 
Differenzierung der RGL-NPC untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde die Expression 
der miRNAs während der Differenzierung von hESC-RGL-NPC nach den Stufen I und II 
sowie nach 6 Wochen terminaler Differenzierung (Stufe III) mittels qPCR untersucht 
(Abbildung 28). Dazu wurde die miRNA enthaltende Gesamt-RNA der Zellen isoliert und die 
Expression der miRNAs auf GAPDH normalisiert. Die Messungen wurden von Miriam 
Reisenhofer im Rahmen eines Praktikums durchgeführt. 
Im Vergleich der relativen Genexpressionen nach der ersten Differenzierungsphase zu 
proliferierenden RGL-NPC ist die Expression der miR-138-2 am stärksten hochreguliert. Die 
Expressionen der miR-23a und miR-338-3p sind ebenfalls hochreguliert, die der miR-219-1-3p 
jedoch leicht herunterreguliert (28A). Im Vergleich der relativen Genexpressionen nach der 
zweiten zur ersten Differenzierungsphase fällt auf, dass die Expression aller untersuchten 
miRNAs ungefähr um die Hälfte reduziert war (28B). Im Gegensatz dazu wurde die 
Expression aller miRNAs nach 6 Wochen terminaler Differenzierung verglichen mit Zellen 
nach der zweiten Phase deutlich verstärkt (28C). 
Die zusammenfassende Darstellung der miRNA-Regulation über das gesamte 
Differenzierungsprotokoll jeweils bezogen auf proliferierende RGL-NPC verdeutlicht die 
dynamische Expression aller untersuchten miRNAs (28D). Während die relative Expression 
der miR-23a nach dem Differenzierungsphasen I und II geringfügig erhöht, bzw. erniedrigt 
war, wurde nach 6 Wochen terminaler Differenzierung eine deutlich erhöhte Expression 
detektiert. Ähnlich verhielt sich die Expression der miR-219-1-3p. Deutlich zu erkennen ist die 
stark erhöhte Expression der miR-138-2 nach allen Differenzierungsphasen bezogen auf die 
Expression in proliferierenden Zellen. Die Expression der miR-338-3p konnte ähnlich der miR-
23a und miR-219-1-3p mit geringen Unterschieden nach den ersten beiden Differenzierungs-
phasen aber mit einer deutlichen Steigerung nach 6 Wochen terminaler Differenzierung 
detektiert werden. 
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Abbildung 28: MicroRNA-Expression während der oligodendroglialen Differenzierung der RGL-
NPC 
Aus proliferierenden hESC-RGL-NPC sowie aus Zellen während der oligodendroglialen Differenzierung nach 
den Differenzierungsstufen I und II sowie nach 6 Wochen der Stufe III (terminale Differenzierung) wurde die 
Gesamt-RNA inklusive der miRNAs isoliert und mittels qPCR untersucht. Alle Werte wurden auf die Expression 
von GAPDH normalisiert und in unterschiedlichen Relationen dargestellt. Werte sind in Mittelwerten + 
Standardfehler angegeben. A: Expression nach Stufe I auf die Expression in proliferierenden Zellen bezogen. 
miR-23a: 1,57 ± 0,13; miR-219-1-3p: 0,61 ± 0,17; miR-138-2: 11,05 ± 0,25; miR-338-3p: 2,59 ± 0,82. B: Expression 
nach Stufe II auf die Expression nach Stufe I bezogen. miR-23a: 0,4 ± 0,04; miR-219-1-3p: 0,4 ± 0,13; miR-138-2: 
0,39 ± 0,09; miR-338-3p: 0,47 ± 0,06. C: Expression nach 6 Wochen Stufe III auf die Expression nach Stufe II 
bezogen. miR-23a: 16,91 ± 7,08; miR-219-1-3p: 10,75 ± 4,79; miR-138-2: 126,78 ± 11,42; miR-338-3p: 
216,3 ± 50,32. D: Expression nach Stufe I, II und 6 Wochen Stufe III jeweils auf die Expression in 
proliferierenden Zellen bezogen. miR-23a: 1,58 ± 0,13/0,4 ± 0,04/10,13 ± 3,48; miR-219-1-3p: 
0,61 ± 0,17/0,63 ± 0,07/8,36 ± 0,62; miR-138-2: 11,06 ± 1,23/3,15 ± 0,35/37,23 ± 4,13; miR-338-3p: 
2,56 ± 0,83/1,10 ± 0,32/104,64 ± 11,32. 
Zusammenfassend wurde die miR-138-2 im Übergang von proliferierenden Zellen zur ersten 
oligodendroglialen Differenzierungsphase am deutlichsten hochreguliert. Nach 6 Wochen 
terminaler Differenzierung konnte die Hochregulation aller miRNAs festgestellt werden, 
wobei die miR-138-2 und miR-338-3p hier am stärksten differentiell exprimiert wurden. 
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Einfluss von SHH auf die oligodendrogliale Differenzierung 
Der Großteil der Oligodendrozyten des Rückenmarks entsteht aus ventralen Vorläufer-
domänen unter dem Einfluss von SHH. In vitro konnte an humanen PSC gezeigt werden, dass 
SHH-abhängig oligodendrogliale Zellen spezifiziert werden können (Douvaras et al, 2014; Hu 
et al, 2009a). Um einen möglichen Effekt von SHH auf die oligodendrogliale Differenzierung 
der RGL-NPC zu überprüfen, wurden Zellen nach dem oben beschriebenen Protokoll unter 
dem Einfluss eines Agonisten (smoothened agonist, SAG) bzw. eines Inhibitors (Cyclopamin) des 
SHH-Signalweges differenziert und 4 Wochen terminal ausgereift. Als Kontrolle dienten 
regulär oligodendroglial differenzierte Kulturen (Abbildung 29). Die Analyse der Protein-
expression der oligodendroglial differenzierten Kulturen mit dem Myelinmarker MBP zeigte 
die verringerte Expression in SAG-behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle und zu mit 
Cyclopamin behandelten Zellen (29A-C). Nachfolgend wurde die Expression 
oligodendroglialer Transkriptionsfaktoren und Gene mittels qPCR überprüft (29D). Unter 
Behandlung mit SAG konnte keine Stimulation der oligodendroglialen Differenzierung 
beobachtet werden, obwohl die erhöhte Expression des SHH-Rezeptors Patched (PTCH1) als 
direktes Zielgen des SHH-Signalwegs einen aktivierten Signalweg demonstriert. Einzig die 
Expression des Transkriptionsfaktors NKX6-2 konnte durch SAG stimuliert werden. Die 
Transkriptmengen für OLIG1/2, SOX10, NG2 und MBP hingegen erschienen unter SAG-
Einfluss geringfügig verringert. Die ursprünglich als Kontrolle durchgeführte Behandlung der 
RGL-NPC während der oligodendroglialen Differenzierung mit Cyclopamin zur Inhibition 
des SHH-Signalweges hingegen zeigte erstaunlicherweise eine deutliche Stimulation der 
Expression von OLIG1 und MBP. Die Transkriptmengen der anderen untersuchten Gene 
hingegen schienen nur marginal beeinflusst. Um zu überprüfen, ob der stimulierende Effekt 
von Cyclopamin auf die MBP-Expression auch durch andere Inhibitoren des SHH-
Signalweges hervorgerufen werden konnte, wurden RGL-NPC oligodendroglial differenziert 
und neben SAG und Cyclopamin mit den SHH-Inhibitoren CUR61414 und Jervine 
behandelt. Die Analyse des Expressionsprofils erfolgte mittels RT-PCR (29E).  		
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Abbildung 29: Einfluss des SHH-Signalweges auf die oligodendrogliale Differenzierung der RGL-
NPC 
Zur Analyse des Einflusses des SHH-Signalweges auf die oligodendrogliale Differenzierung (OLD) der hESC-
RGL-NPC wurden Zellen unter dem Einfluss von SAG (smoothened agonist) bzw. Cyclopamin (Cyclo) nach dem 
oben beschriebenen Protokoll differenziert und für 4 Wochen terminal ausgereift. Als Kontrolle dienten regulär 
oligodendroglial differenzierte Kulturen. A-C: Immunzytochemische Analyse der MBP-Expression in 
oligodendroglialen Kulturen unter Standardbedingungen sowie unter Einfluss von SAG bzw. Cyclopamin. 
Maßstab: 100 µm. D: Die Transkriptmengen des direkten SHH-Zielgens PTCH1 sowie oligodendrozyten-
assoziierter Gene wurden mittels qPCR untersucht. Die Daten (SAG/Cyclo) wurden auf die Expression von 18s 
normalisiert und auf die Expression in regulären oligodendroglialen Kulturen bezogen. PTCH1: 
4,0 ± 0,25/1,07 ± 0,03; OLIG1: 0,60 ± 0/3,60 ± 0,15; OLIG2: 0,47 ± 0,03/1,27 ± 0,07; NKX6-2: 
2,30 ± 0,21/0,87 ± 0,09; SOX10: 0,37 ± 0,07/1,17 ± 0,07; NG2: 0,67 ± 0,17/1,03 ± 0,09; MBP: 
0,20 ± 0/4,97 ± 0,41. E: Analyse des Expressionsprofiles von GLI1 und PTCH1 sowie oligodendrozyten-
assoziierten Genen mittels RT-PCR. Vergleichend wurden Zellen mit zwei weiteren Inhibitoren des SHH-
Signalweges (CUR61414, Jervine) behandelt. RM, cDNA des humanen fetalen Rückenmarks als Positivkontrolle. 
F-H: Untersuchung des Einflusses von SAG und Cyclopamin auf die Proliferation der RGL-NPC. hESC-RGL-
NPC wurden für 2 Passagen proliferiert (prol) bzw. unter dem Einfluss von EGF/FGF-2 und SAG/Cyclopamin 
kultiviert. Anschließend erfolgte die immunzytochemische Analyse der Expression von Ki67 als 
Proliferationsmarker. Werte sind als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Maßstab: 50 µm. I: Untersuchung 
der Expression von Zielgenen inhibitorisch auf die oligodendrogliale Reifung wirkender Signalwege (Notch, Wnt, 
BMP) sowie des SHH-Signalweges mittels RT-PCR. RM, cDNA des humanen fetalen Rückenmarks als 
Positivkontrolle. 
Es ist zu erkennen, dass die Behandlung mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen an SAG 
(0,5/1 µM) sowohl die Expression des SHH-Effektors GLI family zinc finger (GLI) 1 als auch 
des Rezeptors PTCH1 verstärkte, wobei eine Konzentration von 0,5 µM SAG einen größeren 
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Effekt erzielte. Die Behandlung der RGL-NPC mit 1 µM SAG schien keinen Effekt auf die 
oligodendrogliale Differenzierung zu haben, der Einsatz von 0,5 µM SAG hingegen bewirkte 
eine deutliche Verminderung der Transkriptmengen von SOX10, MBP, MAG und MOG, was 
auf eine reduzierte Reifung der Oligodendrozyten in der Kultur schließen lässt. Die 
Betrachtung der GLI1- und PTCH1-Transkriptmengen zeigt weiterhin, dass CUR61414 
keinen inhibitorischen Effekt auf den SHH-Signalweg der RGL-NPC ausübte, sondern 
Transkriptmengen vergleichbar mit denen in mit 1 µM SAG behandelten Kulturen detektiert 
werden konnten. Aber die Expression sowohl von SOX10 als auch MBP, MAG und MOG 
war im Vergleich zu Standarddifferenzierungen deutlich verringert. Sowohl Cyclopamin als 
auch Jervine riefen hingegen eine Verminderung der Transkription von GLI1 und PTCH1 
hervor, wobei der Effekt von Jervine etwas schwächer erscheint als der von Cyclopamin. Die 
Expression der untersuchten oligodendrozyten- und myelinassoziierten Gene war in den 
Jervine-Kulturen vergleichbar mit der in Standarddifferenzierungen, die Transkription von 
MAG und MOG schien leicht verstärkt zu sein. In den mit Cyclopamin behandelten Kulturen 
zeigte sich nicht nur die verstärkte Expression von SOX10 und MBP, sondern auch deutlich 
erhöhte Transkriptmengen für MAG und MOG. Zusammenfassend kann festgestellt werden, 
dass CUR61414 keinen inhibitorischen Effekt auf den SHH-Signalweg in den untersuchten 
RGL-NPC-Kulturen ausübte, aber die Expression von Markergenen reifer Oligodendrozyten 
wie SOX10, MBP, MAG und MOG verringerte. Jervine konnte den SHH-Signalweg in den 
Kulturen inhibieren, allerdings keinen vergleichbaren reifungsfördernden Effekt auf die RGL-
NPC-abgeleiteten Oligodendrozyten ausüben wie Cyclopamin. 
Um zu ermitteln, über welchen Weg Cyclopamin die Expression myelinassoziierter Gene der 
RGL-NPC während der oligodendroglialen Differenzierung stimuliert, wurde zunächst 
überprüft, ob Cyclopamin die Proliferation der Zellen beeinflusst. Zu diesem Zweck wurden 
RGL-NPC über zwei Passagen hinweg proliferiert bzw. unter dem Einfluss der 
Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 sowie SAG oder Cyclopamin kultiviert. Anschließend 
erfolgte die immunzytochemische Analyse der Expression von Ki67 als Marker 
proliferierender Zellen des aktiven Zellzyklus. Es zeigte sich, dass der Anteil Ki67-positiver 
RGL-NPC durch SAG oder Cyclopamin unbeeinflusst war (29F-H). Nachfolgend wurde der 
Einfluss von Cyclopamin auf die Aktivität von Signalwegen mit bekannt inhibitorischem 
Effekt auf die Oligodendrozytenreifung überprüft. Zu diesem Zweck wurde die Expression 
von Genen des Notch-, Wnt- und BMP/TGFβ-Signalweges in proliferierenden RGL-NPC, 
oligodendroglialen Differenzierungen unter Standardbedingungen sowie nach Behandlung mit 
Cyclopamin mittels RT-PCT untersucht (29I). Dabei zeigt sich zunächst, dass Gene aller drei 
Signalwege in den oligodendroglialen Standarddifferenzierungen der RGL-NPC aktiv waren 
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und im Fall von HES5, Hes-related with YRPM motif (HEY) 1, wingless-type mouse mammary tumor 
virus (MMTV) integration site (WNT) 1, BMP2/4, Inhibitor der Differenzierung (ID) 2/4 sowie 
SMAD7 sogar verstärkt transkribiert wurden. Lediglich die Transkriptmenge von CyclinD1 
(CCND1) scheint im Vergleich zu proliferierenden RGL-NPC in den oligodendroglialen 
Kulturen verringert. In Kulturen, die unter dem Einfluss von Cyclopamin oligodendroglial 
differenziert wurden, zeigt sich keine Veränderung der Expression der Zielgene des Notch-
Signalweges HES1/5 und HEY1. Allerdings können geringfügig reduzierte Mengen der 
Transkripte von AXIN2 und WNT1, Genen des Wnt-Signalweges, in den cyclopamin-
behandelten oligodendroglialen RGL-NPC-Kulturen detektiert werden. Bei Betrachtung des 
BMP/TGFβ-Signalweges zeigte sich, dass die Expression des BMP Rezeptors 1a (BMPR1a) 
zwar unverändert erscheint, die Transkriptmengen von BMP2 sowie BMP4 allerdings deutlich 
reduziert und mit der Expression in proliferierenden RGL-NPC vergleichbar sind. Darüber 
hinaus scheint die Expression von ID4 und SMAD7 nach Behandlung der RGL-NPC mit 
Cyclopamin verringert. Die Transkriptmengen der Gene ID2 und des SMAD interagierenden 
Proteins (SIP) 1 erscheinen unverändert. Somit kann nach Behandlung der RGL-NPC-
Differenzierungen mit Cyclopamin die verringerte Expression sowohl von Genen des Wnt- 
als auch des BMP/TGFβ-Signalweges festgestellt werden. 
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3.3.4  RGL-NPC zeigen Selbsterneuerung und Tripotenz auf Einzelzellebene 
Als ein entscheidendes Charakteristikum neuraler Stammzellen gilt neben einem tripotenten 
Differenzierungsverhalten die Fähigkeit zur Selbsterneuerung. Nachdem gezeigt werden 
konnte, dass die hESC- und hiPSC-RGL-NPC tripotent in Neurone, Astrozyten und Oligo-
dendrozyten differenzieren können, sollte anhand einer klonalen Analyse das Selbst-
erneuerungspotenzial der Zellen getestet werden (Abbildung 30). Zu diesem Zweck wurden 
die Zellen nach Erzeugung einer Einzelzellsuspension in klonaler Dichte (ca. 20 Zellen/cm2) 
auf einen Zellrasen aus mitotisch inaktiven murinen Astrozyten gesetzt und unter dem 
Einfluss der Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 kultiviert. 
		
Abbildung 30: Selbsterneuerung und Tripotenz der RGL-NPC auf Einzelzellebene 
Zur Überprüfung der Fähigkeit zur Selbsterneuerung und tripotenten Differenzierung auf klonaler Ebene 
wurden hESC- und hiPSC-RGL-NPC als Einzelzellsuspension in klonaler Dichte (20 Zellen/cm2) auf mitotisch 
inaktiven murinen Fibroblasten ausplattiert und unter dem Einfluss von EGF und FGF-2 kultiviert. Nach 4 
Wochen wurden die entstandenen humanen Klone (A+E) den bereits beschriebenen Protokollen folgend 
tripotent differenziert und durch Koexpression mit hNuc humane Neurone (B+F), Astrozyten (C+G) und 
Oligodendrozyten (D+H) nachgewiesen. Maßstab: A+E: 100 µm, B-D, F-H: 50 µm. 
Nach 14 Tagen konnten bereits erste Kolonien neuraler Zellen detektiert und mit einem 
Antikörper gegen hNuc positiv gefärbt werden (30A+E). Nach 2 weiteren Wochen unter 
proliferativen Bedingungen wurden die RGL-NPC nach den bereits beschriebenen 
Protokollen tripotent differenziert. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl in den hESC- als 
auch hiPSC-RGL-NPC-abgeleiteten Klonen humane Neurone (30B+F), Astrozyten (30C+G) 
und Oligodendrozyten (30D+H) entstanden waren. Die Kultivierung einzelner Klone als 
klonale Zelllinien gelang allerdings nicht. 	
		79 
4 Diskussion 
RGL-NPC als Quelle humaner Oligodendrozyten 
Die Differenzierung spezifischer Zelltypen des Zentralnervensystems (ZNS) aus pluripotenten 
Stammzellen (pluripotent stem cells, PSC) verspricht große Möglichkeiten für zukünftige 
Zellersatztherapien und Entwicklung von Medikamenten zur Behandlung neurodegenerativer 
Erkrankungen. Essenziell dafür ist ein grundlegendes Wissen über den jeweilig betroffenen 
Zelltyp. Für die neuronale Differenzierung von PSC sowie neuralen Stammzellen (neural stem 
cells, NSC) wurden mittlerweile diverse Protokolle publiziert, die den Zugang zu spezifischen 
Subtypen wie dopaminergen Neuronen oder Motoneuronen erlauben (Ganat et al, 2012; 
Koch et al, 2009; Lee et al, 2007; Li et al, 2005; Perrier et al, 2004; Takazawa et al, 2012). 
Ebenso konnte die Differenzierung von humanen Astrozyten gezeigt werden (Emdad et al, 
2012; Krencik et al, 2011; Roybon et al, 2013; Shaltouki et al, 2013). Für die Generierung 
humaner Oligodendrozyten wurden bislang Protokolle publiziert, welche die direkte 
Differenzierung humaner PSC in Oligodendrozyten und deren Vorläuferzellen beschreiben 
(Douvaras et al, 2014; Hu et al, 2009a; Izrael et al, 2007; Keirstead et al, 2005; Piao et al, 2015; 
Pouya et al, 2011; Sundberg et al, 2011; Wang et al, 2013b). Dies geschieht über lange 
Zeiträume hinweg ohne die Etablierung eines stabil kultivierbaren Intermediats. Infolgedessen 
sind diese Differenzierungsparadigmen gekennzeichnet durch eine hohe Varianz ohne robuste 
Effizienz. Angeregt dadurch sollte in der vorliegenden Arbeit ein Intermediat zwischen PSC 
und humanen Oligodendrozyten in Form einer neuralen Vorläuferzellpopulation (radial glia-
like neural precursor cells, RGL-NPC) generiert werden, welche stabil proliferiert, 
kryokonservierbar ist und sich effizient in Zellen oligodendroglialer Linien differenzieren lässt. 
Diese NPC sollten als unkomplizierte, leicht expandierbare Quelle humaner Oligodendrozyten 
für die Untersuchung der humanen Glio- und insbesondere Oligodendrogenese genutzt 
werden. Bislang bereits publizierte NSC-Populationen werden primär zur Generierung 
neuronaler Zellen eingesetzt und zeigen ein äußerst eingeschränktes gliales 
Differenzierungspotenzial (Elkabetz et al, 2008; Koch et al, 2009). 
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4.1 Generierung von multipotenten, radialgliaähnlichen Vorläuferzellen 
aus humanen pluripotenten Stammzellen 
Einfluss von Retinsäure auf die Generierung von RGL-NPC 
Zu Beginn der Entwicklung bestehen die Neuralplatte und das Neuralrohr, die ersten 
Organisationen des ZNS, aus dem einschichtigen Neuroepithel. Die neuroepithelialen Zellen 
stellen den Ursprung aller Neurone und Makroglia und somit die primitivsten Vorläuferzellen 
des ZNS dar. Mit Beginn der Neurogenese strukturiert sich das Neuroepithel in ein 
vielschichtiges Gewebe um und die neuroepithelialen Zellen entwickeln sich in distinkte 
postmitotische Zellen sowie diverse Population von NSC und Radialglia (Huttner & Brand, 
1997). Sowohl NSC als auch Radialglia besitzen die Fähigkeit zur Selbsterneuerung und 
neuralen Multipotenz, wenngleich die Differenzierungskapazität der Radialglia im Vergleich zu 
neuroepithelialen Zellen deutlich eingeschränkt ist (Hartfuss et al, 2001; Kriegstein & Gotz, 
2003; Pinto & Gotz, 2007). Nichtsdestotrotz konnte gezeigt werden, dass Radialglia sowohl in 
Nagern als auch im Humansystem als tripotente Vorläuferzellen für Neurone, Astrozyten und 
Oligodendrozyten dienen (Casper & McCarthy, 2006; Fogarty et al, 2005; Mo et al, 2007; Mo 
& Zecevic, 2009). Die Entwicklung neuroepithelialer Zellen in Radialglia konnte an 
embryonalen Stammzellen (embryonic stem cells, ESC) in vivo nachvollzogen werden. Durch die 
Differenzierung muriner ESC unter dem Einfluss von Retinsäure (RA) konnten nahezu reine 
Zellpopulationen induziert werden, welche die charakteristischen Radialgliamarker 
exprimieren und neuronal differenziert werden können (Bibel et al, 2004; Hartfuss et al, 2001; 
Heins et al, 2002; Liour & Yu, 2003; Plachta et al, 2004). Die Generierung humaner Radialglia 
aus ESC hingegen gelang ohne den Einfluss von RA. Allerdings konnten aus diesen Radialglia 
keine Oligodendrozyten generiert werden (Nat et al, 2007).  
Der frühe Einsatz initial hoher, im Verlauf der Differenzierung absinkender Konzentrationen 
an RA im Rahmen des in dieser Arbeit etablierten Protokolls ermöglichte die Isolation von 
RGL-NPC, einer Population von Vorläuferzellen mit starkem oligodendroglialen 
Differenzierungspotenzial, aus mehreren Linien humaner ESC und induziert pluripotenter 
Stammzellen (induced pluripotent stem cells, iPSC). Im Gegensatz zu der beschriebenen neuralen 
Konversion humaner pluripotenter Stammzellen über eine duale Inhibition des SMAD-
Signalweges (Chambers et al, 2009) erfolgte die hier gezeigte neurale Induktion während der 
Differenzierung der Embryoidkörper (embryoid bodies, EB) über eine klassische retinsäure-
vermittelte Neuralisierung (Bain et al, 1995; Maden, 2007; Nistor et al, 2005; Wichterle et al, 
2002). Unter retinsäurevermittelter Differenzierung konnten bereits in anderen Studien 
verlässlich neurale Zellen mit einem multipotenten Differenzierungsverhalten in Neurone, 
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Astrozyten und Oligodendrozyten hervorgebracht werden (Bain et al, 1995; Wichterle et al, 
2002). Die Anreicherung der RGL-NPC aus den heterogenen Differenzierungskulturen 
erfolgte mittels Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS) über einen 
Antikörper gegen CD133. Dabei handelt es sich um einen NSC-Marker,  mit dem bereits 
Stammzellen des humanen ZNS isoliert werden konnten (Tamaki et al, 2002; Uchida et al, 
2000). Die resultierenden CD133-positiven RGL-NPC konnten als adhärente, stabil 
proliferierende Population unter dem Einfluss der Wachstumsfaktoren epidermal growth factor 
(EGF) und fibroblast growth factor 2 (FGF-2) für mindestens 50 Passagen mit einem stabilen 
Expressionsprofil entlang der AP- und DV-Achse kultiviert werden. Im Vergleich zu den 
ihnen zugrundeliegenden PSC zeigten die RGL-NPC keine Expression von Pluripotenzgenen, 
wodurch eine Kontamination der Kulturen mit PSC ausgeschlossen werden kann. RGL-NPC 
exprimieren typische Marker von NSC (Nestin, sex-determining region Y-related HMG box (SOX) 
2, paired box (PAX) 6, SOX9 und achaete-scute complex homolog (ASCL1)) sowie von Radialglia 
wie brain lipid binding protein (BLBP), Vimentin, 3CB2, Glutamat und Aspartat Transporter 
(GLAST) und glial fibrillary acidic protein (GFAP) (Hartfuss et al, 2001; Heins et al, 2002; 
Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009; Prada et al, 1995). Übereinstimmend dazu wurde bereits 
beschrieben, dass CD133-positive, primäre humane NSC in vitro typische Radialgliamarker 
exprimieren (Sun et al, 2008). Auch in der Maus wird CD133 auf einem radialgliaähnlichen 
Zelltyp des frühen postnatalen Gehirns exprimiert (Pfenninger et al, 2007).  
Während der Entwicklung des ZNS kommt der RA neben der Rolle als klassisches 
neuralisierendes Agenz eine wichtige Aufgabe auch in der Strukturbildung zu (Maden, 2007). 
Unter dem Einfluss von RA werden entlang der anterior-posterior (AP-) Achse Phänotypen 
des posterioren Rhombencephalons und anterioren Rückenmarks induziert, während im 
Bereich der dorso-ventralen (DV-) Achse ventrale Zelltypen unterdrückt und dorsale 
Schicksale induziert werden. Der frühe Einsatz einer hohen RA-Konzentration bestimmt 
somit vermutlich die regionale Identität der RGL-NPC als Zellen des posterioren 
Rhombencephalons (Expression von gastrulation brain homeobox (GBX) 2, Homeobox (HOX)-
Genen HOXB2/B4) und anterioren Rückenmarks bis zur thorakalen Ebene 
(HOXB6/D8/D9) sowie das Fehlen von Markern des Pros- und Mesencephalons (empty 
spiracles homeobox (EMX) 1/2, orthodenticle homeobox (OTX) 2, NK2 homeobox 1 (NKX2-1)) 
(Maden, 2007). Das Auftreten weiter caudal gelegener, beispielsweise lumbaler, Rückenmarks-
populationen (Expression von HOXC11) scheint durch den Einsatz von RA in der 
angewendeten Konzentration allein nicht induziert werden zu können (Liu et al, 2001; 
Wichterle et al, 2002). Auch die Expression sowohl dorsaler (PAX3/7) und intermediärer 
(NKX6-1/-2) als auch ventraler (oligodendrocyte lineage transcription factor (OLIG) 2) Marker der 
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DV-Achse könnte auf den RA-Konzentrationsgradienten während der neuralen 
Differenzierung zurückgeführt werden, da hohe RA-Konzentrationen dorsale Zelltypen 
induzieren, niedrige RA-Konzentrationen hingegen ventrale Schicksale ermöglichen (Maden, 
2007; Okada et al, 2004; Wilson et al, 2007). Somit erlaubt der frühe Einsatz einer hohen RA-
Konzentration die Induktion einer posterioren multipotenten Radialgliapopulation. Diese 
zeigt über einen unter retinsäurefreier Differenzierung erreichbaren vorwiegend neurogenen 
Charakter hinaus (Nat et al, 2007) die Fähigkeit zur Differenzierung humaner 
Oligodendrozyten. 
Neurale Differenzierung humaner pluripotenter Stammzellen zu RGL-NPC unter dem 
Einfluss von EGF 
Die neurale Differenzierung der humanen PSC zu RGL-NPC erfolgte unter dem Einfluss von 
EGF und gleichzeitigem Entzug des Wachstumsfaktors FGF-2. Dieser spielt eine Hauptrolle 
in der Erhaltung der Selbsterneuerung humaner PSC. FGF-2 ist essenziell für die Aufrecht-
erhaltung der Expression von Nanog, einem Schlüsselregulator der Selbsterneuerung humaner 
PSC, und für die Inhibition des bone morphogenetic protein (BMP)-Signalweges, welcher als primär 
differenzierungsinitiierend in humanen PSC beschrieben wurde (Greber et al, 2010; Xu et al, 
2005). Der Einfluss von FGF-2 während der Induktion neuraler Zellen aus humanen PSC 
wurde lange kontrovers diskutiert und sowohl negative Effekte der FGF-Inhibition während 
der neuralen Differenzierung als auch die Förderung neuroektodermaler Induktion nach 
Entzug bzw. Inhibition von FGF-2 beschrieben (Chambers et al, 2009; Cohen et al, 2010; 
Greber et al, 2011; LaVaute et al, 2009). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass durch den 
Einsatz von FGF frühe neuroepitheliale, rosettenbildende Zellen mit neurogenen 
Eigenschaften induziert und proliferativ aufrechterhalten werden können (Elkabetz et al, 
2008; Koch et al, 2009). Als weiterer Ansatz zur effizienten neuralen Induktion humaner PSC 
wurde die Inhibition des BMP-Signalweges durch den BMP-Antagonisten Noggin 
beschrieben (Itsykson et al, 2005). Durch diese Strategie wird die Differenzierung der 
Kulturen in Zellen nicht-neuraler Linien unterdrückt und die Anreicherung multipotenter 
neuraler Vorläuferzellen erreicht. Diese zeigen allerdings ein sehr geringes, eher spontanes 
oligodendrogliales Differenzierungsvermögen. Für die Induktion der RGL-NPC aus humanen 
PSC unter dem Einfluss hoher Konzentrationen von RA scheinen allerdings weder FGF-2 
noch die Inhibition des BMP-Signalweges eine essenzielle Rolle zu spielen. Zusätzlich könnte 
die Differenzierung in Abwesenheit von FGF dazu führen, dass frühe neurale Zellschicksale, 
die einen vorwiegend neurogenen Charakter besitzen, nicht präferiert werden und somit die 
Anreicherung einer NPC-Population gelingt, die effizient die Differenzierung von Oligo-
dendrozyten ermöglicht. 
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Tripotentes Differenzierungsverhalten und Selbsterneuerung der RGL-NPC 
Stammzellen des ZNS sind charakterisiert durch ihr Vermögen zur tripotenten 
Differenzierung in Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten sowie zur Selbsterneuerung. 
Sowohl an primären humanen NSC als auch aus humanen ESC abgeleiteten NSC konnten 
diese Charakteristika in vitro nachgewiesen werden. Die Fähigkeit zur tripotenten 
Differenzierung konnte auch auf klonaler Ebene gezeigt werden. (Conti et al, 2005; Elkabetz 
et al, 2008; Koch et al, 2009; Sun et al, 2008). Auch die RGL-NPC differenzieren unter dem 
Entzug der Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 tripotent. 
Die neuronale Differenzierung der RGL-NPC unter Entzug der Wachstumsfaktoren in 
Anwesenheit des brain-derived neurotrophic factor (BDNF) erbrachte eine heterogene Population 
neuronaler Zellen unterschiedlicher Subtypen. Mittels elektrophysiologischer Detektion von 
Aktionspotenzialen und postsynaptischen Strömen konnte die funktionelle Reifung spontan 
neuronal differenzierter RGL-NPC in reife neuronale Zelltypen in vitro nachgewiesen werden. 
Die vorwiegende Differenzierung der RGL-NPC in Zellen eines GABAergen Phänotyps ist 
dabei als Differenzierungsphänomen in vitro expandierter NSC bekannt (Jain et al, 2003; Koch 
et al, 2009). Neben GABA exprimiert ein Teil der RGL-NPC abgeleiteten Neurone den 
vesikulären Glutamattransporter vGLUT2, welcher während der frühen Entwicklung unter 
anderem im Rückenmark exprimiert wird (Landry et al, 2004). Die Differenzierung kleiner 
Population an Tyrosin Hydroxylase (TH)-positiven dopaminergen Neuronen wird vermutlich 
durch die Expression des Transkriptionsfaktors engrailed 1 (EN1) in den RGL-NPC 
ermöglicht. Dieser Transkriptionsfaktor ist regionalspezifisch für das Mesencephalon als 
Ursprungsregion dopaminerger Neurone (Simon et al, 2001). Zusammenfassend spiegelt die 
spontane Differenzierung der RGL-NPC in die detektierten neuronalen Subtypen die 
regionale Identität der RGL-NPC als Zellen des Rhombencephalons und anterioren 
Rückenmarks wieder.  
Primitive Vorläuferzellen des ZNS zeigen ein breites Differenzierungsspektrum in Reaktion 
auf exogene Morphogene und können in neuronale Subtypen diverser Hirnregionen 
differenziert werden (Li et al, 2005; Perrier et al, 2004; Zhang et al, 2001). Die Anwendung 
etablierter Differenzierungskonditionen (Koch et al, 2009) zur Generierung dopaminerger 
Neurone des Mesencephalons (sonic hedgehog (SHH)/FGF-8) oder von Motoneuronen des 
Rückenmarks (SHH/RA) erbrachte hingegen keine gerichtete Differenzierung der RGL-NPC 
in die entsprechenden Zelltypen. Dies deutet darauf hin, dass die regionale Identität und 
Differenzierungskapazität der RGL-NPC permanent und nicht durch morphogene Stimuli 
beeinflussbar ist. In Bezug auf das Unvermögen der RGL-NPC zur motoneuronalen 
Differenzierung könnte eine Publikation zum Einfluss des Phosphorylierungsgrades des 
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Transkriptionsfaktors Olig2 auf dessen Funktion Aufschluss geben (Li et al, 2011). Es konnte 
gezeigt werden, dass während der strukturbildenden Entwicklung der Vorläuferdomänen der 
DV-Achse des Rückenmarks am Serin der Position 147 phosphoryliertes Olig2 entscheidend 
ist für die Etablierung der pMN-Domäne. Aus dieser Vorläuferdomäne entstehen in zeitlicher 
Abfolge zunächst Motoneurone und anschließend der Großteil der Oligodendrozyten des 
ZNS (Richardson et al, 1997; Zhou & Anderson, 2002). Während der Umstrukturierung der 
Zellen der pMN-Domäne hin zu oligodendrozytenproduzierenden Zellen wird Olig2 am Serin 
der Position 147 dephosphoryliert. Ektopisch exprimiertes, pseudo-dephosphoryliertes Olig2 
(mutiertes Olig2 mit einem Basentausch von Serin zu Alanin an der Position 147) scheint 
während der Differenzierung von NSC ein Überspringen der Motoneuronentwicklung direkt 
hin zur Oligodendrozytenproduktion auszulösen (Li et al, 2011). Die Überprüfung des 
Phosphorylierungsgrades von OLIG2 am Serin 147 in differenzierenden RGL-NPC könnte 
zeigen, ob eine vorliegende Dephosphorylierung die Ursache für das Scheitern moto-
neuronaler Differenzierungsversuche ist. 
Bemerkenswerterweise ergab bereits der Langzeitentzug der Wachstumsfaktoren unter 
Standardbedingungen einen Anteil von etwa 8 % Oligodendrozyten in den differenzierten 
RGL-NPC-Kulturen, was auf ein starkes, endogenes oligodendrogliales Differenzierungs-
vermögen hinweist. Keine der bislang beschriebenen NSC-Populationen konnte einen solchen 
Anteil an Oligodendroglia generieren. Dieses Potenzial dient als Grundlage zur Etablierung 
eines effizienten Protokolls zur Differenzierung von humanen Oligodendrozyten. 
RGL-NPC im Licht etablierter neuraler Stammzellpopulationen 
Anhand des Expressionsprofil der RGL-NPC konnte eine deutliche Ähnlichkeit zu Radialglia 
festgestellt werden. Vergleichend dazu zeigte eine bereits etablierte NSC-Population (long-term 
neural epithelial-like stem cells, lt-NES) mit stark neuronalem Differenzierungspotenzial (Koch et 
al, 2009) keine Expression typischer Radialgliamarker. Während der Entwicklung des ZNS 
entstehen zu Beginn der Neurogenese aus neuroektodermalen Zellen zunächst Neurone sowie 
NSC und Radialglia, welche als Ursprung späterer neuronaler Populationen sowie der 
Makroglia gelten (Huttner & Brand, 1997). Gemäß dieser zeitlichen Entwicklung konnten 
unterschiedliche frühe und späte Populationen an NSC aus humanen PSC in vitro generiert 
werden, welche sich anhand der Markerexpression und ihres Differenzierungspotenzial 
unterscheiden lassen. Die frühesten, dem Neuralrohr äquivalenten Zellspezifikationen der 
neuralen Differenzierung in vitro, die sogenannten neuralen Rosetten, sind charakterisiert 
durch ihr breites Differenzierungspotenzial. Sie sind in der Lage, sich in verschiedenste 
regionalspezifische neurale und gliale Identitäten, beispielsweise in dopaminerge Neurone des 
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Mesencephalon oder Motoneurone des Rückenmarks, in Reaktion auf exogene 
Differenzierungseinflüsse zu entwickeln (Li et al, 2005; Perrier et al, 2004; Zhang et al, 2001). 
Unter dem Einfluss von SHH und Notch können diese Zellen als frühe Rosetten-NSC 
(R-NSC) in Kultur gehalten werden. Sie behalten ihre Rosettenmorphologie sowie ihr breites 
Differenzierungspotenzial bei und können durch exogene Einflüsse regionalisiert werden 
(Elkabetz et al, 2008). Werden neurale Rosetten aus differenzierten humanen ESC-Kulturen 
isoliert und unter dem Einfluss von EGF und FGF-2 proliferiert, so entwickeln sich späte 
neurale Vorläuferzellen mit NSC-Charakteristika (NSCEGF/FGF), welche nur noch eingeschränkt 
differenziert und regional spezifiziert werden können (Elkabetz et al, 2008). Durch den 
Einsatz definierter Kulturbedingungen gelang weiterhin die Generierung einer intermediären 
Population an NSC (lt-NES), welche Eigenschaften und Markerexpression sowohl der R-NSC 
als auch der NSCEGF/FGF teilt (Koch et al, 2009). Im Vergleich der Expressionsprofile der 
frühen R-NSC, intermediären lt-NES sowie späten langzeitproliferierten NSCEGF/FGF 
erscheinen die RGL-NPC als Population später NSC. Die Expression rosettenspezifischer 
Marker ist schwächer verglichen mit lt-NES und es werden Marker später NSC-Populationen 
exprimiert, die in den intermediären lt-NES nur sehr schwach oder gar nicht exprimiert 
werden (peripheres Myelinprotein (PMP) 2, homeodomain-only protein (HOP), Aquaporin (AQP) 4, 
S100β). Übereinstimmend dazu zeigt sich die erheblich eingeschränkte Reaktion der RGL-
NPC auf exogene regionalisierende Stimuli gemäß der Abnahme dieser Fähigkeit von frühen 
zu späten NSC-Populationen. Trotz spezifischer Medienbedingungen und im Gegensatz zu lt-
NES Zellen konnte keine präferierte neuronale Differenzierung in dopaminerge Neurone des 
Mesencephalons oder Motoneurone des Rückenmarks forciert werden. Dies lässt darauf 
schließen, dass die gewählten Medienbedingungen während der Generierung und Kultivierung 
der RGL-NPC eine späte NSC-Population hervorbringen. Diese stellen sich zwar als in ihrer 
regionalen Identität fixiert dar, ihre Charakteristika später NSC erscheinen aber analog zur 
zeitlich späten Entstehung der Oligodendrozyten während der Entwicklung essenziell für ein 
endogen hohes oligodendrogliales Differenzierungspotenzial. Im Unterschied zu den bereits 
beschriebenen frühen und späten NSC-Populationen mit niedriger glialer Differenzierungs-
potenz wurden die RGL-NPC über CD133 immunisoliert. Die hohe CD133-Expression in 
RGL-NPC verglichen mit akut isolierten Rosettenzellen und den intermediären lt-NES 
könnte ein Hinweis darauf sein, dass eine starke CD133-Expression NSC eines späten Typs 
charakterisiert. Die Anreicherung ausschließlich hochgradig CD133-positiver Zellen mittels 
Durchflusszytometrie zur Erzeugung der RGL-NPC-Populationen könnte somit als 
grundlegend für die Etablierung einer späten NSC-Population mit starker glialer 
Differenzierungskapazität angesehen werden. 
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Humane CD133-positive Zellen scheinen eine Mischpopulation aus Stammzellen mit und 
ohne oligodendrogliale Differenzierungsfähigkeiten darzustellen und anhand der Expression 
des CD140a-Antigens voneinander abgegrenzt werden zu können (Wang et al, 2013a). Dieses 
Antigen stellt ein Epitop des PDGFRα dar und wird von humanen oligodendroglialen 
Vorläuferzellen mit hochgradig myelinisierendem Potenzial exprimiert (Sim et al, 2011). 
Innerhalb der CD133-positiven Zellpopulation markiert eine CD140a-Expression laut Wang 
et al. die Zellen mit oligodendroglialem Differenzierungspotenzial, der CD140a-negative 
Anteil der CD133-Population stellt den Pool der neuralen Vorläuferzellen dar, denen die 
Fähigkeit zur Differenzierung in Oligodendrozyten fehlt (Wang et al, 2013a). Eine 
Untersuchung der RGL-NPC auf die Expression von CD140a auf Proteinebene könnte die 
deutliche Expression des PDGFRα-Gens auf Transkriptebene bestätigen und eine weitere 
Erklärung des starken oligodendroglialen Differenzierungsvermögens der Zellen in 
Abgrenzung zu den lt-NES liefern. 
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4.2 RGL-NPC als direkte und robuste Quelle humaner 
Oligodendrozyten 
Protokoll zur effizienten Generierung von Oligodendrozyten aus RGL-NPC 
Das deutliche spontane oligodendrogliale Differenzierungspotenzial der RGL-NPC unter 
Standardbedingungen (8 % O4-positive Zellen nach Langzeitentzug der Wachstumsfaktoren) 
wurde in dieser Arbeit genutzt, um ein effizientes oligodendrogliales Differenzierungs-
protokoll zu etablieren. Als Basis wurden permissive Kulturbedingungen eines Differen-
zierungsschemas für murine NSC genutzt und an die Anforderungen der RGL-NPC 
Differenzierung angepasst (Glaser et al, 2007). Diese erfolgt in drei Schritten und ermöglicht 
zunächst die Spezifikation glialer Vorläuferzellen unter dem Einfluss von EGF, platelet-derived 
growth factor AA (PDGF-AA) sowie Forskolin gefolgt von der Proliferation glialer Zelltypen in 
Anwesenheit von PDGF-AA, Trijodthyronin (T3), Ascorbinsäure (AA) und Noggin. 
Abschließend werden die Zellen terminal unter dem Einfluss von T3, AA und Laminin in 
Oligodendrozyten differenziert.  
Die Kombination von PDGF-AA, Forskolin und EGF und nicht FGF-2 während der ersten 
Stufe der oligodendroglialen Differenzierung der RGL-NPC ermöglichte eine effiziente 
Spezifikation von Oligodendrozytenvorläuferzellen. PDGF-AA spielt eine zentrale Rolle in 
der oligodendroglialen Differenzierung und wurde als potentes Mitogen oligodendroglialer 
Vorläuferzellen beschrieben (Asakura et al, 1997; Hu et al, 2008; Noble et al, 1988; Richardson 
et al, 1988). Es bewirkt die Spezifikation und Teilung früher Vorläuferzellen und verhindert 
deren frühzeitige Ausreifung (Ben-Hur et al, 1998; Noble et al, 1988; Raff et al, 1988). In 
Abwesenheit von PDGF-AA ist die Proliferation von Vorläuferzellen in vivo deutlich 
eingeschränkt (Fruttiger et al, 1999).  
In Differenzierungen muriner Zellen wurde die Proliferation glialer Vorläufer durch PDGF-
AA meist in Kombination mit dem Wachstumsfaktor FGF-2 unterstützt, da sich Hinweise 
darauf zeigten, dass FGF-2 als Mitogen für Oligodendrozytenvorläufer dienen und deren 
terminale Differenzierung sowie die Expression von Myelingenen blocken kann (Bansal et al, 
1996; Bogler et al, 1990; Brustle et al, 1999; McKinnon et al, 1990). Auch die Generierung von 
Oligodendrozyten aus murinen NSC gelang unter dem Einfluss von FGF-2 (Zhang et al, 
1998). Die oligodendrogliale Differenzierung humaner Zellen hingegen erscheint in der 
Anwesenheit von FGF-2 äußert ineffizient. Sowohl die Entstehung von Vorläuferzellen aus 
humanen ESC als auch eine Reifung bestehender Oligodendrozytenvorläufer scheint inhibiert 
zu sein (Grever et al, 1999; Hu et al, 2009a; Izrael et al, 2007). Dies könnte in einem 
inhibitorischen Effekt von FGF-2 auf die Expression der für die Oligodendro-
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zytendifferenzierung essenziellen Transkriptionsfaktoren NKX2-2 und OLIG2 in humanen 
Zellen begründet sein (Hu et al, 2009a). Einige Studien an murinen Zellen konnten zusätzlich 
belegen, dass ein aktiver EGF-Signalweg das Überleben und die Proliferation von 
Oligodendrozytenvorläuferzellen stimuliert (Aguirre et al, 2007). Darüber hinaus wurde 
gezeigt, dass EGF die Induktion oligodendroglialer Vorläuferzellen anregen kann, welche 
nach Entzug des Wachstumsfaktors zu reifen Oligodendrozyten ausdifferenzieren (Gonzalez-
Perez & Alvarez-Buylla, 2011).  
Die Migration muriner Oligodendrozytenvorläufer wurde in etablierten Differenzierungs-
protokollen durch den Einsatz von PDGF-AA in Kombination mit Forskolin unterstützt 
(Glaser et al, 2007). Forskolin wirkt als Stimulator der Adenylylzyklasen und katalysiert so die 
Umsetzung von Adenosintriphosphat (ATP) zu zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP). 
Auf diesem Weg bewirkt Forskolin die Erhöhung des intrazelluläreren cAMP-Spiegels und 
somit eine Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). Der cAMP/PKA Signalweg ist an der 
oligodendroglialen Differenzierung beteiligt; so konnte eine cAMP-abhängige Stimulation der 
Expression von 2',3'-cyclischer Nukleotid-3' Phosphodiesterase (CNPase) sowie die 
Begünstigung der oligodendroglialen Entwicklung gezeigt werden (Cohen et al, 1999; Joubert 
et al, 2010; McMorris, 1983; Raible & McMorris, 1989; Shiga et al, 2005). 
Im zweiten Schritt der oligodendroglialen Differenzierung der RGL-NPC erfolgte die 
Proliferation glialer Vorläuferzellen unter dem Einfluss von PDGF-AA, T3, AA und Noggin. 
Schon früh zeigten sich Hinweise darauf, dass die Proliferation von oligodendroglialen 
Vorläuferzellen und deren Reifung in Oligodendrozyten sowohl durch zellintrinsische 
Mechanismen als auch durch die Regulation durch exogene Stimuli bestimmt ist (Durand & 
Raff, 2000; Ibarrola et al, 1996). Oligodendrozytenvorläufer durchlaufen während der 
Entwicklung eine determinierte Anzahl an Teilungen, bevor sie den Zellzyklus verlassen und 
zu funktionellen Oligodendrozyten ausreifen. Dabei detektiert ein intrinsischer Zeitmesser die 
Lebensdauer der Vorläuferzellen bis zu deren Differenzierung (Gao et al, 1997; Temple & 
Raff, 1986). Dieser Zeitmesser ist allerdings abhängig von der Stimulation der Zellen durch 
PDGF (Barres et al, 1992; Raff et al, 1983). Der Austritt der Oligodendrozytenvorläufer aus 
dem Zellzyklus und die Differenzierung sind darüber hinaus abhängig von einem weiteren 
exogenen Stimulus, beispielsweise T3 (Barres & Raff, 1994). T3 spielt während der 
oligodendroglialen Entwicklung an unterschiedlichen Zeitpunkten eine Rolle. So wird sowohl 
die Proliferation und das Überleben von frühen Vorläuferzellen als auch deren 
Differenzierung unterstützt (Ben-Hur et al, 1998; Ibarrola et al, 1996). Somit ergibt sich für 
die Regulation der Proliferation und Differenzierung von oligodendroglialen Vorläuferzellen 
ein Bild, in welchem die Zellen unter Einfluss von PDGF induziert werden und ohne zu 
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differenzieren proliferieren. In Anwesenheit von PDGF und T3 durchlaufen die 
Vorläuferzellen eine definierte Anzahl von Teilungen, bevor sie differenzieren. Die 
Abwesenheit von PDGF schließlich führt dazu, dass die oligodendroglialen Vorläufer die 
Proliferation rasch einstellen und unabhängig von der Anwesenheit von T3 ausreifen (Durand 
& Raff, 2000). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde das Medium zur Unterstützung der 
Proliferation oligodendroglialer Vorläufer in RGL-NPC Kulturen im direkten Vorfeld zur 
terminalen Reifung sowohl mit PDGF-AA als auch T3 versetzt, um die determinierte 
Proliferation von im ersten Differenzierungsschritt induzierten Vorläuferzellen zu 
ermöglichen.  
Darüber hinaus wurde dem Medium Noggin als BMP-Antagonist hinzugefügt. BMPs nehmen 
auf unterschiedliche Entwicklungsstufen der Oligodendrozyten negativen Einfluss. So werden 
die Spezifikation oligodendroglialer Zelltypen sowie die Entwicklung von Vorläuferzellen in 
reife Oligodendrozyten durch BMPs inhibiert (Mekki-Dauriac et al, 2002; See et al, 2004). Es 
konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von Noggin an definierten Zeitpunkten kurz vor und 
während der terminalen oligodendroglialen Differenzierung humaner ESC die Generierung 
reifer Oligodendrozyten in vitro stimuliert (Izrael et al, 2007). Auch während der 
Differenzierung der RGL-NPC wurde die oligodendrogliale Entwicklung durch die Zugabe 
von Noggin vor der terminalen Differenzierung unterstützt. In Kulturen differenzierender 
NSC können BMPs sowohl von Astrozyten als auch Neuronen sezerniert werden (Chang et 
al, 2003; Hu et al, 2012; Wang et al, 2011). Astrozyten sezernieren zudem das 
oligodendrogliale Mitogen PDGF, welches im Kulturmedium oligodendroglial differen-
zierender RGL-NPC zur für die oligodendrogliale Spezifikation und Proliferation benötigten 
Konzentration beitragen könnte. Die Inhibition von BMPs durch Noggin erst vor dem 
Beginn der terminalen Differenzierung der RGL-NPC ermöglicht somit eine initiale 
Generierung astroglialer Zellen zu Beginn des Differenzierungsprotokolls, zusätzlich aber die 
Ausreifung der Oligodendrozyten in der terminalen Differenzierungsphase (Noble & Murray, 
1984; Richardson et al, 1988). 
Die Ausreifung der Oligodendrozytenvorläufer in der Phase der terminalen Differenzierung 
der RGL-NPC erfolgte unter dem Entzug des Mitogens PDGF aber unter der andauernden 
Zugabe von T3. In Abwesenheit von PDGF stellen oligodendrogliale Zellen die Proliferation 
rasch ein und reifen aus (Raff et al, 1988). Die Wirkung von T3 beruht nicht nur auf der 
Steuerung der terminalen Differenzierung, sondern auch auf der Unterstützung 
oligodendroglialen Überlebens (Barres et al, 1994; Ben-Hur et al, 1998; Ibarrola et al, 1996). 
Die Zugabe von Laminin unterstützt während der sensiblen Phase der terminalen Differen-
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zierung der RGL-NPC zusätzlich das Überleben der Oligodendrozyten (Colognato et al, 2002; 
Frost et al, 1999; Relucio et al, 2012). 
Werden humane NSC unter dem Einfluss von EGF und FGF-2 über lange Zeiträume hinweg 
kultiviert, so gelingt die Differenzierung von Oligodendrozyten nur selten und ineffizient 
(Chandran et al, 2004; Zhang et al, 2000). Die Tatsache, dass sich RGL-NPC auch nach 
Langzeitkultur (40 Passagen) unter dem Einfluss von EGF und FGF-2 in Oligodendrozyten 
differenzieren lassen, scheint in dem endogen hohen oligodendroglialen Differenzierungs-
potenzial begründet. Da sich die regionale Identität und das Differenzierungspotenzial der 
RGL-NPC auch unter dem Einfluss dorsalisierender oder ventralisierender Stimuli oder nach 
Langzeitkultur nicht verändert, kann davon ausgegangen werden, dass auch das persistierende 
oligodendrogliale Differenzierungsvermögen ein Charakteristikum der RGL-NPC als späte 
NSC-Population darstellt. Darüber hinaus scheint das in vitro zu beobachtende Auftreten 
diverser Stammzellpopulationen in definierter zeitlicher Abfolge (R-NSC – lt-NES –
NSCEGF/FGF – RGL-NPC) in vivo-Entwicklungsgänge widerzuspiegeln, wodurch zunächst die 
Generierung von Neuronen gefolgt von Astrozyten und schließlich Oligodendrozyten 
ermöglicht wird. 
Oligodendrogliale Entwicklung der RGL-NPC 
Die Entwicklung der RGL-NPC in Zellen der oligodendroglialen Linie lässt sich über 2 Wege 
nachverfolgen: über die Expression linienspezifischer Marker allein und in Kombination mit 
für die Oligodendrozytenentwicklung essenziellen Transkriptionsfaktoren auf Protein- und 
Transkriptebene (Zhang, 2001). In Kulturen vier Wochen terminal differenzierter RGL-NPC 
konnten sowohl bipolare NG2-positive Vorläuferzellen als auch frühe, stärker verzweigte 
Oligodendrozyten detektiert werden, die O4 sowie den oligodendroglialen Transkriptions-
faktor OLIG2 exprimieren (Nishiyama et al, 1999; Sommer & Schachner, 1981; Zhou et al, 
2000). Nach 6 Wochen terminaler Differenzierung entwickelten sich aus den unreifen RGL-
NPC-abgeleiteten Vorläuferzellen reife Oligodendrozyten, welche durch die Expression des 
basischen Myelinproteins (myelin basic protein, MBP) detektiert werden konnten (Zhang, 2001). 
Zum ersten Mal wurden darüber hinaus in diesen RGL-NPC Kulturen humane 
Oligodendrozyten mit dem Antikörper 4860 detektiert. Dieser markiert murine komplex 
verzweigte, membranbildende Oligodendrozyten im Zustand der Ausreifung und könnte auch 
im Humansystem als linienspezifischer Marker reifer Oligodendrozyten dienen (Czopka et al, 
2009). 
Die Überprüfung der Multipotenz der RGL-NPC sowie insbesondere des Myelinisierungs-
potenzials der aus diesen Zellen abgeleiteten Oligodendrozyten erfolgte nach Transplantation 
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proliferierender RGL-NPC in neugeborene Shiverer-Mäuse. Diese Tiere sind gekennzeichnet 
durch eine ausgedehnte Deletion im MBP-Gen und infolgedessen durch das Fehlen von MBP 
im ZNS (Mikoshiba et al, 1992). In den transplantierten Tieren konnten sowohl Neurone als 
auch Astrozyten und Oligodendrozyten humanen Ursprungs im Corpus callosum, den 
Colliculi inferiores sowie dem Lateralventrikel detektiert werden, was die Tripotenz der Zellen 
auch in vivo belegt. Darüber hinaus konnte im kongenital hypomyelinisierten Gehirn der 
transplantierten Shiverer-Mäuse Myelin mittels Detektion von MBP nachgewiesen werden. 
Insbesondere die diskontinuierliche Färbung einiger MBP-positiver Segmente und die 
Detektion von Contactin-assoziierte Protein (CASPR)-positiven Strukturen zwischen zwei 
MBP-Segmenten weist dabei auf die Bildung von Myelininternodien und die Entstehung von 
Ranvierschen Schnürringen hin. Diese haben eine charakteristische Architektur mit einer 
hohen Konzentration an spannungsabhängigen Natriumkanälen (Salzer, 1997) sowie 
unterschiedlichen Proteinen, die eine typische Verteilung zwischen Nodium, Paranodium und 
Internodium aufweisen. Eines dieser Proteine ist CASPR, das sich konzentriert in den 
Paranodien der Ranvierschen Schnürringe befindet. In nicht-myelinisierten oder noch gering 
myelinisierten Axonen hingegen ist das Protein diffus über die Länge des Axons verteilt 
(Einheber et al, 1997). Diese Daten weisen somit auf die Fähigkeit der RGL-NPC zur 
Differenzierung in myelinisierende Oligodendrozyten in vivo hin. Abschließend könnte zur 
endgültigen Darstellung der Funktionalität der Oligodendrozyten die Bildung von 
Myelinscheiden mittels Elektronenmikroskopie nachgewiesen werden (Hu et al, 2009a). Eine 
Besiedelung des gesamten Maushirns mit humanen Zellen wie in einer Transplantationsstudie 
mit primären glialen Vorläuferzellen humanen Ursprungs (Windrem et al, 2008) oder in 
Studien mit hiPSC-abgeleiteten Oligodendrozyten (Douvaras et al, 2014; Wang et al, 2013b) 
konnte nicht erreicht werden. Dies könnte darin begründet sein, dass nicht wie in diesen 
Studien durchgeführt in mehrere Stellen des neonatalen Hirns transplantiert wurde, sondern 
nur in je eine Stelle jeder Hemisphere. Um detaillierte Studien an humanen Oligdendrozyten in 
vivo durchführen zu können müsste der Anteil an oligodendroglialen im Vergleich zu 
neuronalen und astroglialen Zellen in den Transplantaten erhöht werden. Dazu könnten 
RGL-NPC transplantiert werden, die im Vorfeld in vitro oligodendroglial differenziert, aber 
nicht terminal ausgereift werden. 
Eine Voraussetzung für die Untersuchung krankheitsspezifischer oligodendroglialer Zellen ist, 
dass der Ablauf der Differenzierung in gesunden Zellen als Referenz bekannt ist. Zu diesem 
Zweck wurde das Genexpressionsprofil der RGL-NPC an definierten Zeitpunkten des 
oligodendroglialen Differenzierungsprotokolls näher betrachtet. Es demonstriert die 
fortschreitende Entwicklung der RGL-NPC von Vorläuferzellen hin zu Oligodendrozyten. 
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Das dreistufige Differenzierungsschema ermöglicht die Induktion oligodendroglialer 
Vorläuferzellen (Expression von NG2 und PDGF Rezeptor α (PDGFRα) (Nishiyama et al, 
1996; Pringle & Richardson, 1993)) und deren Reifung in Myelin-exprimierende 
Oligodendrozyten (Expression der Myelingene Proteolipidprotein (PLP), MBP, myelinassoziiertes 
Glycoprotein (MAG), Myelin-Oligodendrozyten Glycoprotein (MOG) und myelin and lymphocyte protein 
(MAL) (Buchet & Baron-Van Evercooren, 2009; Frank, 2000)). Die ansteigende Expression 
der Transkriptionsfaktoren OLIG1/2 während der fortschreitenden Entwicklung der RGL-
NPC stimmt mit Studien überein, welche die Bedeutung von OLIG-Transkriptionsfaktoren 
sowohl für die Zellspezifikation als auch für die terminale Differenzierung zu reifen 
Oligodendrozyten beschreiben (Arnett et al, 2004; Lu et al, 2002; Othman et al, 2011; Xin et 
al, 2005; Zhou & Anderson, 2002). OLIG2 ist in differenzierenden RGL-NPC während der 
oligodendroglialen Spezifikation exprimiert und wird im Verlauf der Entwicklung 
hochreguliert, zu deren Ende hin die Expression der Transkriptionsfaktoren SOX10 und 
NKX2-2 durch OLIG2 induziert und reguliert werden könnte (Kuspert et al, 2011; Liu et al, 
2007; Qi et al, 2001). Erst in den terminalen Differenzierungsphasen werden SOX10 und 
NKX2-2 in den RGL-NPC-Kulturen exprimiert, übereinstimmend mit deren Funktion in der 
Regulation der Oligodendrozytenreifung (Qi et al, 2001; Stolt et al, 2002). Kürzlich wurde 
übereinstimmend zur zeitlichen Expression von NKX2-2 während der Differenzierung der 
RGL-NPC beschrieben, dass dieser Transkriptionsfaktor in murinen Zellen die 
Differenzierung von Oligodendrozytenvorläufern zu Oligodendrozyten beeinflusst und somit 
eine Schlüsselrolle in der zeitlichen Regulation der Oligodendrozytendifferenzierung 
einnehmen könnte (Zhu et al, 2014). Die Expression von OLIG1 ist bereits in frühen 
oligodendroglialen RGL-NPC-Kulturen detektierbar, wird aber vor Beginn und während der 
terminalen Phase verstärkt. Dies stimmt mit Beobachtungen zur dualen Funktion von OLIG1 
in der Induktion der Expression myelinassoziierter Gene sowie der Stimulation der 
Membranbildung in reifen Oligodendrozyten überein (Niu et al, 2012).  
Der Transkriptionsfaktor NKX6-2 wird während der oligodendroglialen Differenzierung der 
RGL-NPC zunächst negativ reguliert, bevor er in den terminalen Phasen der Differenzierung 
wieder verstärkt exprimiert wird. Neben seiner Funktion als positionsbestimmender 
Transkriptionsfaktor ventraler Vorläuferdomänen des Rückenmarks (Gomez-Skarmeta et al, 
2003) wurde für NKX6-2 eine Beteiligung an der Regulation der Myelinisierung beschrieben. 
Übereinstimmend zum Expressionsprofil in oligodendroglial differenzierenden RGL-NPC-
Kulturen wird NKX6-2 nicht in Oligodendrozytenvorläufern, aber in postmitotischen reifen 
Oligodendrozyten exprimiert (Awatramani et al, 1997; Southwood et al, 2004). Somit könnte 
die Expression in frühen Phasen der Differenzierung die regionale Identität der RGL-NPC 
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widerspiegeln, die Expression in den terminalen Stufen aber das Entstehen myelinisierender 
Oligodendrozyten.  
In ventralen Domänen des Rückenmarks entsteht der Großteil der Oligodendrozyten aus 
einer Vorläuferdomäne (pMN-Domäne), welche charakterisiert ist durch die Expression der 
NKX6-Transkriptionsfaktoren. In dieser Domäne ist die für die oligodendrogliale 
Spezifikation essenzielle Expression von OLIG2 in weiten Teilen abhängig von NKX6-1 (Liu 
et al, 2003). In dorsalen Bereichen des Rückenmarks sowie im Rhombencephalon scheint eine 
Differenzierung von Oligodendrozyten hingegen unabhängig von NKX6-1 möglich (Cai et al, 
2005; Vallstedt et al, 2005). Für die fortschreitende oligodendrogliale Differenzierung der 
RGL-NPC scheint eine starke Expression von NKX6-1 ebenfalls nicht essenziell.  
Der Myelin-Transkriptionsfaktor 1 (MYT1) wird in proliferierenden Oligodendrozyten-
vorläufern stark exprimiert, aber auch in PLP-exprimierenden Oligodendrozyten detektiert 
(Armstrong et al, 1995). Dabei wird ihm eine kritische Rolle bei der Regulation 
proliferierender Vorläuferzellen hin zur terminalen Differenzierung sowie bei der Stimulation 
der Expression myelinassoziierter Gene zugeschrieben (Nielsen et al, 2004). Übereinstimmend 
dazu scheint die Expression von MYT1 während der Phasen der Induktion und Proliferation 
oligodendroglialer Vorläuferzellen aus RGL-NPC im Vergleich zu den terminalen 
Differenzierungsstufen leicht erhöht. 
Zusammenfassend konnten die RGL-NPC durch Anwendung des etablierten oligodendro-
glialen Differenzierungsprotokolles effizient in Oligodendrozyten und deren Vorläuferzellen 
differenziert werden. Die Differenzierung kann dabei anhand der Expression von typischen 
Markerproteinen der oligodendroglialen Zelllinie belegt und das Myelinisierungspotenzial der 
Zellen in vivo nachvollzogen werden. Die Differenzierung wurde weiterhin über die 
schrittweise Analyse des Genexpressionsprofiles der oligodendroglialen Kulturen detailliert 
belegt und ist somit für weitergehende Untersuchungen in den einzelnen Differenzierungs-
schritten eingehend charakterisiert. 
Kontrolle der Oligodendrozytendifferenzierung durch microRNA 
Die Kontrolle der Oligodendrozytendifferenzierung findet auf unterschiedlichen Ebenen statt. 
Seit einiger Zeit treten microRNAs (miRNA) zunehmend in den Fokus, wenn regulatorische 
Prozesse in Oligodendrozyten betrachtet werden (Lau et al, 2008). Studien an Nagerzellen 
haben gezeigt, dass die oligodendrogliale Entwicklung auf post-transkriptioneller Ebene streng 
durch miRNAs kontrolliet wird. Neben anderen gehören die miRNAs miR-23, miR-138, 
miR-219 und miR-338 zu den am stärksten differentiell exprimierten miRNAs in 
Oligodendrozytenvorläufern und regulieren deren Proliferation und Reifung. Darüber hinaus 
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induziert die Überexpression dieser miRNAs in oligodendroglialen Vorläuferzellen die 
Differenzierung sowie die Expression myelinassoziierter Gene (Dugas et al, 2010; Lin & Fu, 
2009; Zhao et al, 2010). Eine erste Studie verfolgte den Ansatz, die dynamische Expression 
von miRNAs während der oligodendroglialen Differenzierung humaner ESC zu untersuchen 
(Letzen et al, 2010). Zu diesem Zweck wurde ein oligodendrogliales Differenzierungsprotokoll 
etabliert, in acht Differenzierungsstufen von EBs über NSCs zu Oligodendrozyten 
unterschiedlicher Reifegrade unterteilt und ein miRNA-Expressionsprofil mittels eines 
Microarrays erstellt. Überraschenderweise spielte in Zellen dieses Differenzierungsschemas 
keine der in Nageroligodendrozyten als essenziell erwiesenen miRNAs während der 
oligodendroglialen Differenzierung eine Rolle. Eine neuere Arbeit sollte die Expression von 
miRNAs in murinen und humanen Zellen vergleichen. Zu diesem Zweck wurden akut aus der 
humanen weißen Substanz isolierte Oligodendrozyten mit Zellen der Maus verglichen (de 
Faria et al, 2012). Dabei stellte sich heraus, dass die miRNAs miR-219 und miR-338 sowohl in 
murinen als auch humanen Oligodendrozyten exprimiert und reguliert werden. Die 
Vergleichbarkeit der in beiden Arbeiten untersuchten oligodendroglialen Zelltypen erscheint 
somit fraglich. 
Die Untersuchung von oligodendroglial differenzierten RGL-NPC zu definierten Zeitpunkten 
des in dieser Arbeit erstellten Protokolls bestätigte die dynamische Expression der miR-219-1-
3p und miR-338-3p in humanen Oligodendrozyten. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, 
dass die miR-23a und miR-138-2 ebenfalls dynamisch exprimiert werden, was einen Hinweis 
auf eine mögliche Beteiligung dieser miRNAs an der Differenzierung von RGL-NPC zu 
Oligodendrozyten liefert. Dabei lässt die hohe Expression der miR-138-2 nach der ersten 
induktiven Differenzierungsphase der RGL-NPC eine Rolle für die oligodendrogliale 
Spezifikation und Proliferation früher Vorläuferzellen vermuten. Jede der untersuchten 
miRNAs könnte hingegen aufgrund ihrer starken Expression nach sechs Wochen terminaler 
Differenzierung die Reifung und Myelinisierung der Zellen beeinflussen. Für die miR-23a 
wurde in Nagerzellen bereits eine Beteiligung an der Myelinisierung des ZNS beschrieben (Lin 
et al, 2013). Targetanalysen ergaben, dass die miR-219 und miR-338 vorwiegend an der 
Regulation der Transition von NSC zu Oligodendrozytenvorläufern bzw. von Vorläufern zu 
unreifen Oligodendrozyten beteiligt sind. Die miRNAs miR-138 und miR-219 kontrollieren 
die Übergänge von Vorläufern zu unreifen Oligodendrozyten bzw. von unreifen zu 
myelinisierenden Zellen (Barca-Mayo & Lu, 2012). Um letztendlich aber einen direkten Effekt 
der miRNAs auf die Oligodendrozytendifferenzierung mittels Expressionsanalyse zu zeigen, 
müssten Untersuchungen an reinen Kulturen von Oligodendrozyten durchgeführt werden, 
um unerwünschte Nebeneffekte durch andere Zelltypen ausschließen zu können. Sowohl die 
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Untersuchungen an direkt oligodendroglial differenzierten humanen ESC-Kulturen (Letzen et 
al, 2010) als auch an den hier beschriebenen RGL-NPC haben heterogene Mischkulturen 
unterschiedlicher neuraler Zelltypen als Grundlage. Die Aufreinigung glialer Vorläufer aus 
primärem humanen Hirngewebe mittels A2B5-basierter Immunisolation wie in der 
vergleichenden Studie zwischen Oligodendrozyten aus Mensch und Maus (de Faria et al, 2012) 
wurde häufig in der Literatur beschrieben (Roy et al, 1999; Windrem et al, 2002; Windrem et 
al, 2008). Allerdings konnte gezeigt werden, dass A2B5-positive Zellen keine reinen 
oligodendroglialen Vorläuferkulturen darstellen, sondern multipotente Vorläufer, die in 
Oligodendrozyten und Astrozyten differenzieren; sogar neuronale Zellen können A2B5 
exprimieren (Nunes et al, 2003; Sim et al, 2011; Windrem et al, 2004). Weiterhin konnte 
gezeigt werden, dass auch die Entfernung polysialylated neural call adhesion molecule (PSA-NCAM)-
positiver neuronaler Zellen keine reinen oligodendroglialen Zellen, sondern Mischkulturen aus 
Astrozyten und Oligodendrozyten hervorbringt (Windrem et al, 2004; Windrem et al, 2008). 
Somit ist auch in dieser zweiten Studie an humanen Zellen nicht ausgeschlossen, dass die 
beobachteten Expressionen der miRNAs auch oder teilweise aus Astrozyten oder neuronalen 
Zellen stammen. Um darüber hinaus zu zeigen, dass die miRNAs, die in den oligodendroglial 
differenzierenden RGL-NPC Kulturen als differentiell exprimiert gefunden wurden, einen 
tatsächlichen Einfluss auf die Oligodendrozytendifferenzierung humaner NSC ausüben, 
müssten die entsprechenden miRNAs in reinen Kulturen RGL-NPC-abgeleiteter 
Oligodendrozytenvorläufer analog zu Experimenten an murinen Zellen überexprimiert 
werden (Dugas et al, 2010; Lin & Fu, 2009; Zhao et al, 2010). Könnte infolgedessen eine 
Regulation oder Stimulation der Oligodendrozytendifferenzierung gezeigt werden, so wäre 
von einer Rolle der entspechenden miRNAs während der Oligodendrozytenentwicklung 
auszugehen. 
Einfluss regulatorischer Signalwege auf die oligodendrogliale Differenzierung der 
RGL-NPC 
Der Großteil der Oligodendrozyten des ZNS entsteht während der Entwicklung unter dem 
Einfluss von SHH aus der pMN-Domäne (Richardson et al, 1997; Zhou & Anderson, 2002). 
Es konnte gezeigt werden, dass neben der verstärkten Oligodendrogenese bedingt durch SHH 
(Nery et al, 2001; Orentas et al, 1999) die Differenzierung von Oligodendrozyten sowohl aus 
murinen als auch humanen ESC in Abhängigkeit von SHH erreicht werden kann (Billon et al, 
2002; Douvaras et al, 2014; Hu et al, 2009a; Neman & de Vellis, 2012). Zusätzlich wurde die 
SHH-abhängige oligodendrogliale Differenzierung humaner fetaler Radialglia beschrieben 
(Mo & Zecevic, 2009). Im Gegensatz dazu erscheint die Differenzierung der RGL-NPC 
weder strikt von einem aktiven SHH-Signalweg abhängig noch durch diesen verstärkt werden 
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zu können. Dass Oligodendrozyten sowohl während der Entwicklung unabhängig von SHH 
entstehen können als auch die Differenzierung humaner PSC in Zellen oligodendroglialer 
Linien ohne den Einsatz von SHH gelingen kann, wurde mehrfach berichtet (Cai et al, 2005; 
Izrael et al, 2007; Nistor et al, 2005). Überraschenderweise konnte allerdings unter dem 
Einfluss eines Agonisten des SHH-Signalweges (SAG) eine Verminderung der MBP-
Expression in oligodendroglial differenzierten RGL-NPC festgestellt werden. Es ist bekannt, 
dass SAG eine duale Wirkung auf die Aktivität des SHH-Signalweges mit einer Aktivierung in 
geringen Konzentration und einer steigenden Inhibition des Signalweges ab Konzentrationen 
von über 1 µM ausübt (Chen et al, 2002). Allerdings liegt die während der oligodendroglialen 
Differenzierung der RGL-NPC eingesetzte Konzentration von 0,5/1 µM im Bereich der 
stimulierenden Wirkung von SAG. Darüber hinaus kann durch die Detektion erhöhter 
Transkriptmengen von patched (PTCH) 1 und GLI family zinc finger (GLI) 1, direkte Zielgene 
des aktiven SHH-Signalweges, von einer Aktivierung und nicht Inhibition des Signalweges 
ausgegangen werden. Die dennoch zu detektierenden Unterschiede in der Expression der 
SHH-Zielgene zeigt eine Tendenz zur geringeren Aktivierung des Signalweges bei SAG-
Konzentrationen um 1 µM. Ein ähnliches reifungshemmendes Phänomen der 
oligodendroglialen Entwicklung wurde bislang in der Literatur nicht beschrieben. Die 
Behandlung der RGL-NPC mit dem Inhibitor des SHH-Signalweges Cyclopamin (Pasca di 
Magliano & Hebrok, 2003) bewirkte hingegen erstaunlicherweise eine deutlich verstärkte 
Reifung der Oligodendrozyten. Sowohl das Transkript des Transkriptionsfaktors OLIG1, der 
während der terminalen Differenzierung sowie der Myelinbildung in Oligodendrozyten eine 
wichtige Rolle spielt (Niu et al, 2012), als auch das der Myelinprotein MBP, MAG und MOG, 
die in reifen Oligodendrozytent exprimiert werden (Barbarese & Pfeiffer, 1981), wurde 
verstärkt gebildet. Dies ist bislang in keiner Studie zur Rolle des SHH-Signalweges während 
der Oligodendrozytendifferenzierung beschrieben worden. Bislang zeigte sich, dass der 
Einsatz von Cyclopamin erwartungsgemäß die SHH-abhängige Oligodendrozyten-
differenzierung der Maus sowie humaner ESC und Radialglia inhibiert (Hu et al, 2009a; Mo & 
Zecevic, 2009; Tekki-Kessaris et al, 2001). Ein möglicher Einfluss auf die Reifung der Zellen 
in myelinisierende Zelltypen wurde allerdings in keiner der Studien dargestellt.  
Da SHH einen proliferativen Effekt auf neurale Vorläuferzellen und neuroepitheliale Zellen 
ausübt (Feijoo et al, 2011; Lai et al, 2003; Rapacioli et al, 2012), könnte davon ausgegangen 
werden, dass die Inhibition des SHH-Signalweges einen früheren Proliferationsstopp und 
somit einen früheren Start der Differenzierung der RGL-NPC bewirkt. Es konnte an 
humanen mesenchymalen Stammzellen gezeigt werden, dass die Inhibition des SHH-
Signalweges durch Cyclopamin eine verminderte Proliferation der Zellen durch Verharren in 
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der G0/G1 Phase des Zellzyklus auslöst (Plaisant et al, 2011). Eine Inkubation 
proliferierender RGL-NPC mit SAG bzw. Cyclopamin bewirkte hingegen keine Veränderung 
des Anteils an Ki67-positiven Zellen. Ki67 wird als Marker proliferierender Zellen aus allen 
aktiven Abschnitten des Zellzyklus genutzt, ist in ruhenden Zellen der G0-Phase hingegen 
nicht detektierbar (Scholzen & Gerdes, 2000). Somit kann die verstärkte Ausreifung der RGL-
NPC unter dem Einfluss von Cyclopamin während der oligodendroglialen Differenzierung 
nicht mit einem durch Cyclopamin bewirkten verfrühten Austritt aus dem Zellzyklus erklärt 
werden. Die Tatsache, dass durch Differenzierung der RGL-NPC in Anwesenheit anderer 
Inhibitoren des SHH-Signalweges - Jervin bzw. CUR61414 - keine mit Cyclopamin 
vergleichbaren reifungsfördernden Effekte erzielt werden konnten, deutet möglicherweise auf 
einen cyclopaminspezifischen Effekt auf oligodendroglial differenzierende RGL-NPC hin. 
Die Betrachtung der Expression von Genen der Notch-, Wnt- und BMP-Signalwege, welche 
inhibierende Einflüsse auf die Reifung von Oligodendrozyten ausüben (Fancy et al, 2009; 
Feigenson et al, 2009; See et al, 2004; Wang et al, 1998), zeigt zunächst, dass in den 
Standardkulturen oligodendroglial differenzierter RGL-NPC scheinbar alle inhibierenden 
Signalwege aktiv sind. RGL-NPC-abgeleitete Oligodendrozyten exprimieren das 
Myelinprotein MBP sowie Transkripte der myelinassoziierten Gene PLP, MAG und MOG, 
eine Morphologie mit Ausprägung von Myelinmembranen wie aus Nageroligodendrozyten 
(Glaser et al, 2007; Gottle et al, 2010) konnte aber auch nach verlängerter terminaler 
Differenzierung von 6 Wochen in vitro nicht erreicht werden. Möglicherweise ist eine 
weiterreichende Reifung der RGL-NPC-abgeleiteten Oligodendrozyten durch die aktivierten 
inhibitorischen Signalwege der terminalen oligodendroglialen Differenzierung 
Notch/Wnt/BMP blockiert. Um dies zu überprüfen, müsste der Einfluss von Inhibitoren 
dieser Signalwege auf die Reifung der RGL-NPC Kulturen untersucht werden. 
Ein aktivierter Notch-Signalweg verhindert die Transition von Oligodendrozyten zu 
myelinisierenden Zelltypen (Wang et al, 1998). Im Vergleich zu oligodendroglialen RGL-
NPC-Differenzierungen unter Standardbedingungen erbrachte die Behandlung der Zellen mit 
Cyclopamin keine Veränderung der Transkripte der Notch-Effektoren (hairy and enhancer of 
split(HES)/Hes-related with YRPM motif (HEY)). Somit kann der reifungsfördernde Effekt von 
Cyclopamin nicht auf eine Modulation des Notch-Signalweges zurückgeführt werden. 
Allerdings konnten verringerte Mengen an wingless-type mous mammary tumor virus (MMTV) 
integration site (WNT) 1- und AXIN2-Transkripten in den Cyclopaminkulturen detektiert 
werden. Dies deutet auf eine verminderte Aktivität des kanonischen Wnt-Signalweges hin, da 
die Expression von AXIN2 als Aktivitätsparameter für diesen genutzt werden kann (Jho et al, 
2002). Studien konnten zeigen, dass ein aktivierter kanonischer Wnt-Signalweg zur 
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verzögerten Differenzierung vorhandener unreifer Oligodendrozyten in reife Zelltypen durch 
Verhinderung der entsprechend benötigten Reifungsschritte führt (Feigenson et al, 2009). 
Dies würde erklären, dass die oligodendrogliale Spezifikation der RGL-NPC unter 
Cyclopaminbehandlung unbeeinflusst erscheint, aber eine verbesserte Reifung durch 
Unterdrückung der inhibitorischen Einflusse des Wnt-Signalweges auf die terminale Reifung 
oligodendroglialer Vorläuferzellen ermöglicht wird. 
Bei der Betrachtung der Expression von Genen des BMP-Signalweges kann weiterhin 
beobachtet werden, dass sich durch die Behandlung der RGL-NPC mit Cyclopamin während 
der oligodendroglialen Differenzierung keine Veränderungen der Transkriptmengen des BMP 
Rezeptors 1a (BMPR1a) ergaben, wodurch nicht von einer modulierten Sensitivität der Kulturen 
gegenüber BMP ausgegangen werden kann. Allerdings konnten deutliche Verringerungen der 
Expression von BMP2 und BMP4 in den Kulturen gezeigt werden. Es ist bekannt, dass BMP2 
und BMP4 die Reifung von Oligodendrozyten inhibieren (Cheng et al, 2007). Dieser Effekt 
wird vermittelt über eine verstärkte Expression der Proteine Inhibitor der Differenzierung 2 
und 4 (ID2/4) sowie über die Suppression der Expression der Transkriptionsfaktoren OLIG1 
und OLIG2 (Chen et al, 2012; Cheng et al, 2007). Auch in den oligodendroglialen RGL-NPC-
Kulturen konnte nach Behandlung mit Cyclopamin eine verringerte Expression von ID2 und 
ID4 detektiert werden. Somit könnte durch eine verminderte Expression von BMP2/4 in den 
Kulturen eine heruntergesetzte Aktivität des BMP-Signalweg bewirkt werden. Diese könnte 
die Expression von ID2/4 verringern und somit eine verstärkte Expression von OLIG1 
ermöglichen, welche essenziell ist für die Expression von Myelingenen wie beispielsweise 
MBP (Xin et al, 2005). In Kulturen differenzierender NSC werden BMPs von Astrozyten und 
Neuronen exprimiert (Chang et al, 2003; Hu et al, 2012; Wang et al, 2011). Um zu überprüfen, 
ob Cyclopamin einen Einfluss auf den BMP/Wnt-Signalweg der Astrozyten und Neurone in 
den oligodendroglialen RGL-NPC-Kulturen ausübt oder auf die Oligodendrozyten selbst 
müssten reine oligodendrogliale Kulturen mit Cyclopamin behandelt, untersucht und mit den 
Standardkulturen verglichen werden. 
Aus der Literatur sind Wechselwirkungen zwischen dem Wnt- und BMP-Signalweg bekannt. 
Zum einen wurde beschrieben, dass ein aktivierter Wnt-Signalweg die Expression von BMP 
induzieren kann (Kasai et al, 2005). Zum anderen konnte gezeigt werden, dass ein inaktivierter 
BMP-Signalweg sowohl die Expression von Wnt als auch der ID Proteine verringert (Wine-
Lee et al, 2004) und die Expression der ID Proteine sowohl durch den BMP- als auch Wnt-
Signalweg beeinflussbar ist (Hollnagel et al, 1999; Rockman et al, 2001). Kürzlich wurde durch 
die Beschreibung des SMAD-interagierenden Proteins 1 (SIP1) ein weiterer Zusammenhang 
zwischen dem Wnt- und BMP-Signalweg hergestellt, welcher einen Einfluss auf die 
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Myelinisierung nimmt (Weng et al, 2012). SIP1 reprimiert dabei die inhibitorischen 
Auswirkungen des BMP-Signalweges und aktiviert das Protein SMAD7, welches die 
Myelinisierung durch Hemmung sowohl des BMP- als auch Wnt-Signalweges fördert. Die 
Betrachtung der Expression von SIP1 und SMAD7 in den oligodendroglialen RGL-NPC-
Differenzierungen nach Cyclopaminbehandlung zeigte hingegen geringfügig verringerte 
Transkriptmengen für beide Gene. Da SMAD7 ein direkt durch SIP1 reguliertes Gen ist 
(Weng et al, 2012) könnte hier ein Zusammenhang gesehen werden. Da gezeigt werden 
konnte, dass SIP1 direkt mit ID Proteinen interagieren kann (Weng et al, 2012), könnte die 
verringerte Transkriptmenge von SIP1 und infolgedessen die niedrigere Expression von 
SMAD7 in den cyclopaminbehandelten Kulturen mit der verringerten Aktivität des BMP-
Signalweges korrelieren.  
Abschließend kann in Rahmen dieser Arbeit nicht geklärt werden, welcher Signalweg durch 
die Behandlung der oligodendroglialen Differenzierung der RGL-NPC mit Cyclopamin 
beeinflusst wurde und welche Veränderungen in RGL-NPC-Kulturen sich als Folgewirkungen 
daraus ergaben. Die Tatsache, dass die auf die terminale Oligodendrozytendifferenzierung 
inhibierend wirkenden Signalwege Notch, BMP und Wnt in den Standardkulturen der 
oligodendroglialen RGL-NPC-Differenzierung aktiviert scheinen und eine Behandlung mit 
Cyclopamin die Aktivität des BMP- und Wnt-Signalweges scheinbar verringert und eine 
erhöhte Expression der Myelingene MBP, MAG und MOG hervorruft, könnte eine 
Möglichkeit bieten, durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren der genannten Signalwege 
während der terminalen oligodendroglialen Differenzierung der RGL-NPC ein reifungs- sowie 
myelinisierungsförderndes Differenzierungsmedium abzuleiten. Ein solches Medium könnte 
die Untersuchung der terminalen oligodendroglialen Differenzierung in vitro erlauben und 
Einblicke in Myelinisierungsprozesse ermöglichen. Dies erscheint vor allem im Hinblick auf 
die Untersuchung patientenspezifischer iPSC-abgeleiteter RGL-NPC im Rahmen 
myelinassoziierter Erkankungen wie beispielsweise der Metachromatischen Leukodystrophie 
oder der Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung essenziell. 
4.3 RGL-NPC als Alternative zu etablierten oligodendroglialen 
Differenzierungsprotokollen für pluripotente Stammzellen? 
Die Gewinnung humaner Oligodendrozyten zur Untersuchung der oligodendroglialen 
Entwicklung stellt trotz der publizierten Differenzierungsprotokolle immer noch eine 
Herausforderung dar. Der bislang gewählte Weg führte dabei über die direkte, ununter-
brochene Differenzierung humaner PSC in oligodendrogliale Vorläuferzellen sowie 
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Oligodendrozyten (Douvaras et al, 2014; Hu et al, 2009a; Izrael et al, 2007; Nistor et al, 2005; 
Piao et al, 2015; Wang et al, 2013b). Diese Differenzierungsparadigmen führen über lange 
Zeiträume hinweg ohne einen stabil kultivierbaren Zwischenschritt zu den gewünschten 
Zellen. Dabei ist die Zuverlässigkeit und die Effizienz der Differenzierung abhängig von der 
Qualität der pluripotenten Stammzellkulturen, die aufgrund kleiner Abweichungen bereits 
deutlich schwanken kann (Fu & Xu, 2011; Tompkins et al, 2012). Weiterhin durchlaufen die 
Zellen in der Entwicklung von pluripotenten Stammzellen zu Oligodendrozyten diverse 
Vorläuferstadien, welche in den bisherigen Studien nicht identifiziert und charakterisiert 
wurden, aber Aufschluss über den Verlauf der Differenzierung sowie die Qualität der 
Kulturen geben könnten. Zusätzlich ist die großformatige Kultur humaner PSC und deren 
anschließende Differenzierung vor allem im Hinblick auf die Nutzung der Zellen für 
großangelegte Medikamentenscreenings oder potenzielle klinische Anwendungen eine große 
Aufgabe. 
Die in dieser Arbeit gewählte Strategie der Erzeugung einer Population von RGL-NPC als 
Zwischenschritt in der Differenzierung pluripotenter Stammzellen zu Oligodendrozyten 
umgeht dabei mehrere der erwähnten Schwierigkeiten. Durch eine initiale Differenzierungs-
phase von ungefähr 40 Tagen wird die Etablierung einer robust proliferierenden, über viele 
Passagen hinweg sowohl im Expressionsprofil als auch Differenzierungsverhalten stabilen 
NPC-Population als Quelle humaner oligodendroglialer Zellen ermöglicht, die nach Bedarf 
eingefroren und wieder aufgetaut werden kann. Das neurale Differenzierungsschema lässt sich 
dabei problemlos von unterschiedlichen Linien humaner ESC auf iPSC übertragen und 
eröffnet somit einen Zugang auch zu patientenspezifischen iPSC als Ausgangspunkt für 
krankheitsassoziierte Untersuchungen. Die intensive Charakterisierung der RGL-NPC stellt 
eine Grundlage zur Qualitätskontrolle sowohl für die laufende Kultur etablierter als auch für 
nachfolgend neu generierte RGL-NPC-Populationen dar. Ausgehend von etablierten RGL-
NPC-Kulturen können neben Neuronen und Astrozyten durch Anwendung des spezifischen 
oligodendroglialen Differenzierungsprotokolles in einer Differenzierungszeit von 7-10 
Wochen robust und effizient oligodendrogliale Zellen generiert werden, welche ein deutliches 
Myelinisierungspotenzial in vivo zeigen. Die adhärent durchgeführte oligodendrogliale 
Differenzierung der RGL-NPC ermöglicht zusätzlich jederzeit eine optische Kontrolle der 
Differenzierung. Die weitreichende Charakterisierung des Expressionsprofils der RGL-NPC 
ermöglicht weiterhin die Analyse einer verändert ablaufenden oligodendroglialen Entwicklung. 
Dies könnte beispielsweise im Rahmen von Untersuchungen an RGL-NPC geschehen, welche 
aus kranheitsspezifischen iPSC von Patienten mit einer myelinassoziierten Erkrankung 
gewonnen wurden. Zusätzlich können die RGL-NPC genutzt werden, um einen tieferen 
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Einblick in die humane Oligodendrogenese sowie oligodendrogliale Entwicklung zu erlangen. 
Darüber hinaus kann durch die robuste Proliferation und Anwendbarkeit der RGL-NPC über 
viele Passagen hinweg eine Kultur in großen Formaten zur Anwendung in 
Medikamentenstudien erreicht werden. Im Zusammenspiel mit der Etablierung patienten-
spezifischer iPSC könnten die RGL-NPC somit als Grundlage für die Untersuchung sowie 
Modulation und Behandlung oligodendrozytenassoziierter Erkrankungen in vitro eingesetzt 
werden. 
4.4 Perspektiven 
In dieser Arbeit wurde die Etablierung radialgliaähnlicher Vorläuferzellen (RGL-NPC) aus 
humanen ESC sowie iPSC gezeigt. Die RGL-NPC weisen neben einem tripotenten 
Differenzierungsverhalten ein starkes oligodendrogliales Entwicklungspotenzial auf und 
können in vivo in myelinisierende Oligodendrozyten differenzieren. Unter Anwendung des hier 
entwickelten spezifischen Differenzierungsprotokolles konnten aus den RGL-NPC effizient 
Oligodendrozyten und deren Vorläufer generiert werden, welche eingehend charakterisiert 
wurden. Diese Zellen können ein interessantes und wertvolles Instrument für die Analyse der 
humanen Oligodendrogenese sowie Untersuchungen im Rahmen von krankheitsassoziierten 
Studien sowie der Medikamentenentwicklung darstellen. 
Im Gegensatz zur murinen Oligodendrogenese ist die Entwicklung der Oligodendrozyten im 
Menschen aufgrund der mangelnden Verfügbarkeit ausreichender Zellmengen guter Qualität 
bei weitem nicht so ausführlich untersucht. RGL-NPC können durch ihre robuste Kultur eine 
zuverlässige Quelle für humane oligodendrogliale Zellen in vitro bieten, wodurch deren 
Entwicklung detaillierter untersucht werden kann. Die weitreichende Charakterisierung der 
oligodendroglialen Differenzierung der RGL-NPC bietet eine stabile Basis zur Untersuchung 
endo- und exogener Einflüsse. Eine erste Betrachtung der Rolle des SHH-, Notch-, Wnt- und 
BMP-Signalweges zeigte deren mögliche Beteiligung an der Regulation der Reifung der RGL-
NPC-abgeleiteten Oligodendrozyten, welche tiefgehender analysiert werden sollte. Der 
Einsatz spezifischer Inhibitoren der Signalwege könnte weiteren Aufschluss über die 
Regulation der humanen oligodendroglialen Entwicklung liefern. Zusätzlich bieten die ersten 
Untersuchungen zur Rolle von miRNAs während der Oligodendrozytenentwicklung in dieser 
Arbeit die Perspektive, den regulatorischen Einfluss unterschiedlicher miRNAs im Rahmen 
der glialen Differenzierung weiter zu beleuchten. 
Die Etablierung hiPSC-abgeleiteter RGL-NPC-Linien bietet darüber hinaus einen sehr 
attraktiven Zugang zu patientenspezifischen Zellen. Auf diesem Wege könnte vergleichbar zu 
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Studien an neuronenassoziierten Erkrankungen wie beispielsweise der Machado-Joseph-
Erkrankung (Koch et al, 2011) die Entwicklung von humanen, oligodendrozytenassoziierten 
Krankheitsmodellen in vitro, z.B. des Canavan-Syndroms oder der Metachromatischen 
Leukodystrophie, erreicht werden. Diese Modelle könnten als Ausgangspunkt sowohl für 
krankheitsmodellierende Untersuchungen als auch für potenzielle Medikamentenstudien 
genutzt werden. 	
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